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Chemical Study and Evaluation of Antioxidant, Anti-acetylcholinesterase and
Antileishmanial Activities of Extracts from Jatropha gossypifolia L. (Pido Roxo)

Abstract: This study carried out the chemical analysis of Jatropha gossypifolia L. plant extracts and evaluated the
activity against Leishmania infantum, inhibition of the enzyme acetylcholinesterase (AChE) and antioxidant action.
The ethanol extracts of leaves (EEF), the stem (EEC) and latex (EL) were obtained. Phytochemical prospecting tests
have revealed a variety of chemical groups, with the presence of phenolic compounds, triterpenoids, tannins,
saponins, alkaloids and steroids. The latex in relation to other extracts tested, showed a higher content of phenolic
substances and showed significant antioxidant activity with 1Cs, of 5.14 ug/ml (DPPH), and 4.03 pg/ml (ABTS),
whose data were statistically similar to standard quercetin. From latex an alkaloid named jatropham glucoside was
isolated and characterized by NMR and infrared spectroscopy. All extracts from J. gossypifolia showed positive
results in the inhibition of the AChE enzyme in the CCD test and by ELISA analysis. Generally, all extracts showed
efficacy in inducing the death of the Leishmania promastigotes, and jatropham glucoside was the most active. J.
gossypiifolia leaves present important secondary metabolites as phenolic compounds or alkaloids, such as
jatropham glucoside, which could have a dual action as participation in the protective antioxidant activity of the
patient's body, and in the inhibition of AChE enzyme that causes damage to the membranes of Leishmania.

Keywords: Jatropha gossypifolia L.; antioxidant; inhibitors of acetylcholinesterase; Leishmania infantum.
Resumo

Neste estudo foi realizada a analise quimica de extratos da planta Jatropha gossypifolia L. e avaliadas as suas
atividades contra Leishmania infantum, atividade antioxidante e de inibicdo da enzima acetilcolinesterase (AChE).
Foram obtidos os extratos etandlicos das folhas (EEF), do caule (EEC) e do latex (EL). Os testes de prospecgdo
fitoquimica revelaram que a espécie possui uma diversidade de grupos quimicos, como compostos fendlicos,
triterpenos, taninos, saponinas e esteroides. O latex, dentre os extratos testados, apresentou um maior conteddo
de substéncias fendlicas e maior atividade antioxidante, com Clsy de 5,14 pug/mL (DPPH) e 4,03 pug/mL (ABTS), cujos
dados foram estatisticamente semelhantes ao padrao quercetina. O alcaloide glicosideo jatropham foi isolado do
latex e caracterizado por espectroscopia de RMN e infravermelho. Todos os extratos de J. gossypifolia
apresentaram resultado positivo na inibicdo da enzima AchE no ensaio em CCD e por ELISA. De um modo geral,
todos os extratos da espécie apresentaram eficacia em induzir a morte das promastigotas, com resultados
considerados promissores. As folhas de J. gossypiifolia apresentaram metabdlitos secunddrios importantes como
compostos fendlicos e alcaloides que apresentam uma dupla agdo: participando da atividade antioxidante protetora
do organismo do enfermo, como também na inibicdo da enzima AchE, que causa danos nas membranas da
Leishmania. Estas atividades correlacionam-se em um potencial produto para o tratamento da Leishmaniose.

Palavras-chave: Jatropha gossipyfolia L.; Antioxidante; Inibidores da acetilcolinesterase; Leishmania infantum.
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1. Introdugao

A espécie Jatropha gossypifolia L.
pertence a familia Euphorbiaceae, familia que
tem se revelado bastante promissora na
esfera das plantas com potencial medicinal,
pois algumas de suas espécies como J. curcas
L., J. multifida L. e a prépria J. gossypifolia L.

tém demonstrado excelentes resultados em
pesquisas que avaliam suas potencialidades
bioldgicas contra diversas patologias, como
as doencas de pele e as doencgas
neurodegenerativas.’

J. gossypifolia vem sendo utilizada na
medicina popular como analgésico, anti-
inflamatério, antidiarreico, antiofidico,
antitérmico, anti-hipertensivo,
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antimicrobiano, anti-hemorragico,
anticoagulante, antipirético, diurético, anti-

convulsionante, antisséptico, anti-
hipertensivo e anti-hepatotdxico.
Estas propriedades medicinais estdo

relacionadas aos grupos de substancias
especificas encontradas e identificadas nessa
espécie. Podemos citar os acidos organicos,
alcaloides, diterpenos, esteroides,
flavonoides, lignanas, taninos, entre diversos
outros componentes. Em virtude disso, essa
espécie tem sido alvo de estudos quanto ao
seu potencial antifungico, antibacteriano,
antiviral e antiparasitario, sendo algumas
propriedades ja comprovadas
experimentalmente’. Porém, estudos
buscando avaliar a acdo anti-leishmanial dos
seus extratos ainda sdo escassos.

A leishmaniose é uma doenca grave
causada por espécies de Leishmania,
endémica ao redor do mundo, que afeta mais
de 12 milhGes de pessoas mundialmente e
apresenta alta morbidade e mortalidade em
populacdes da Africa, Asia e América Latina.’
A leishmaniose visceral é uma doenca
sistémica, que se caracteriza pelo seu efeito
sobre os drgdos internos, em especial o
figado, o baco e a medula éssea. E
considerada fatal se ndo for tratada e é
causada pelo complexo Leishmania donovani:
L. donovani (LV) no leste da Africa, india e
partes do Oriente Médio e L. infantum na
Europa, Norte da Africa e Américas do Sul e
Central, sendo este o agente etioldgico da LV
o mais difundido no mundo.’

O tratamento das leishmanioses é feito a

base de antimoniais pentavalentes,
anfotericina B e pentamidinas, que sdo
toxicos, de custo elevado, dificil

administracdo e podem causar resisténcia ao
parasita.® A internacdo prolongada e os
efeitos adversos como alteragGes cardiacas,
renais, pancredticas e hepaticas dificultam a
adesdo ao tratamento. Considerando as
dificuldades de tratamento e a auséncia de
vacinas, ha urgéncia na busca de novas
drogas terapéuticas dentre as quais se
incluem os fitoterapicos.’

De acordo com a Organizacao Mundial da

Vo

Saude (OMS), a humanidade tem nas
espécies vegetais a melhor e maior fonte de
farmacos disponiveis. Estudos etnobotanicos
tém demonstrado o uso popular de plantas
no tratamento das leishmanioses tanto por
via oral, como na aplicacdo tdpica sobre as
lesdes cutaneas.®

Neste estudo foram avaliadas duas
atividades biolégicas que se correlacionam
com a atividade antileishmanial, como a
atividade antioxidante, que protege o
organismo do animal enfermo acometido
desta doen(;a,9 e a atividade anti-
acetilcolinesterase que esta relacionada com
o enfraquecimento das membranas do
parasita, propiciando sua morte.*°

Vdrias espécies vegetais apresentam em
sua composicdo substancias das classes dos
alcaloides, terpenos, lignanas, chalconas,
flavonoides, cumarinas e lactonas
sesquiterpénicas, compostos descritos como
eficazes na atividade leishmanicida.*

J. gossypifolia, apesar de ser conhecida
por seu uso na medicina tradicional, como
citado acima, estudos sobre as propriedades
farmacolégicas e/ou quimicas referentes a
espécie foram pouco explorados. Desta
forma, esse trabalho visa realizar o estudo
fitoquimico, verificar o potencial anti-
leishmanial, correlacionando-os com as
atividades antioxidante e anti-
acetilcolinesterase. E, com isso, poder
contribuir com o conhecimento das
propriedades quimicas e bioldgicas dessa
espécie.

2. Material e métodos

2.1. Material vegetal

Partes da espécie J. gossypifolia foram
coletadas na Universidade Estadual do Cear3,
no més de margo de 2015. A identificacdo
botanica foi realizada no Herbario Prisco
Bezerra da Universidade Federal do Ceara
(UFC) pelo botanico Luiz Wilson Lima Verde,
onde estd arquivada a exsicata de numero
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559020 da espécie em estudo.

2.2. Preparagdao dos extratos de J.
gossypifolia

As folhas e caule de J. gossypifolia foram
secas em estufa e posteriormente,
acondicionadas separadamente em frascos
de vidro com etanol P.A. por 15 dias para
obtencdo dos extratos. As solugdes de cada
parte da planta foram concentradas em
evaporador rotatério a 60 °C, produzindo o
extrato etandlico das folhas (EEF) e extrato
etandlico do caule (EEC).

O Ilatex de J. gossypifolia foi obtido
mediante injurias no dpice vegetativo e ndé
das folhas. Para separacdao da borracha, o
latex obtido foi diluido em agua destilada na
proporcdo 1:1, em seguida, centrifugada em
aparelho da marca Excelso Baby I°, Modelo
206, separando-se o sobrenadante que foi
congelado por 24 h e posteriormente,
liofilizado em aparelho da marca Liotop’,
modelo L101.

2.3 Anadlise fitoquimica

Testes fitoquimicos foram realizados
visando evidenciar algumas classes de
substancias quimicas presentes nos extratos
etandlicos de J. gossypifolia com reagentes
especificos para cada classe, por visualizagao
de mudancgas de coloragao ou formacgdo de
precipitado.’

Isolamento dos constituintes do latex -
Aproximadamente 5 g de latex tratado foi
submetido a cromatografia em coluna de gel
de silica sendo eluida com os solventes
hexano, cloroférmio, acetato de etila e
metanol, em misturas de polaridade
crescente. As fracGes eluidas com metanol
foram analisadas por CCD e obteve-se um
solido branco (0,54 g).
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2.4 Anadlise espectroscopica

O espectro de infravermelho foi obtido
num instrumento FT-IR da Perkin Elmer e os
espectros de RMN unidimensionais e
bidimensionais foram registrados em um
aparelho BRUKER® DRX 300 MHz pertencente
ao  CENAUREMN-UFC, operando nas
frequéncias de 300 MHz para o hidrogénio e
75 MHz para o carbono. O solvente utilizado
foi o metanol deuterado (CD;0D).

2.5. Determinagao de fendis totais

A determinacdo do teor de fendis totais
presentes em todos os extratos da espécie J.
gossypifolia  foi feita por meio de
espectroscopia na regido do visivel utilizando
o método de Folin-Ciocalteu.” Cada extrato
(7,5 mg) foi dissolvido em 10 mL de metanol
P.A., transferido quantitativamente para um
baldo volumétrico de 25 mL e o volume final
foi completado com metanol. Uma aliquota
de 100 pL desta solucdo foi transferida para
um baldo volumétrico de 10 mL e agitada (30
s) com 500 pL do reagente de Folin-Ciocalteu,
acrescentou-se 6 mL de agua destilada e 2 mL
de Na,COs; (15%), agitando-se durante 60 s.
Finalmente, a solugdo teve seu volume
acertado para 10 mL com 34gua destilada, e
mantida em repouso por 2 h. O mesmo
procedimento foi utilizado para a obtengao
da curva de calibragio (y= -0,01797 +
0,00133x) obtida pela diluigdo do acido galico
nas concentragdes de 10 - 300 pg/mL. As
mensuragles das absorbancias em fung¢do da
concentracdo foram feitas em
espectrofotometro UV-Vis (Thermo Electron
Corporation@, modelo Bionates 5) a 750 nm,
em triplicata. Os resultados foram
comparados com a curva de calibragao de
acido galico e expressos como miligramas
equivalentes de 4acido gdlico por grama de
amostra (EAG).
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2.6. Determinagdo do teor de

flavonoides totais

Para a quantificacido de flavonoides
seguiu-se a metodologia descrita por Funari e
Ferro (2006)*. Inicialmente, uma curva
padrdo (y = -0,0118 + 0,04215x) com
quercetina foi construida. Aliquotas de 2-6
mL de solugdo etandlica de quercetina, na
concentracgdo de 50 pg/mL, foram
transferidas para balGes volumétricos de 25
mL, contendo 1 mL de solucdo de cloreto de
aluminio (2,5%). O volume final de cada baldo
foi ajustado com etanol 70%. Como branco
do sistema foi utilizado 1 mL da solucdo
aquosa de cloreto de aluminio diluido em
etanol 70% em baldao de 25 mL. Decorridos 30
min foi realizada a leitura em 425 nm, em
espectrofotometro.

Para a quantificacdo de flavonoides nas
amostras foram utilizados 2 mL de solucdo de
cada extrato a 2 mg/mL (obtida pela
dissolucdo de 20 mg dos extratos em 10 mL
de etanol). Seguindo o mesmo procedimento
descrito  anteriormente foi obtida a
quantidade de flavonoides de cada extrato.
Os resultados foram expressos em
miligramas de equivalentes de quercetina por
grama de extrato (mgEQ.g”). Todas as

determinacbes  foram  realizadas em
triplicata.
2.7. Determinagdao da atividade

antioxidante

2.7.1. Método DPPH

O método utilizado para determinagdo da
atividade antioxidante baseia-se na reducao
do  radical 2,2 difenil-1-pricrilhidrazil
(DPPH.),”® que ao fixar um H (removido do
antioxidante em estudo), leva a uma
diminuicdo da absorbancia, permitindo
calcular, apdés o estabelecimento do
equilibrio da reagdo, a quantidade de
antioxidante gasta para reduzir 50% do
radical DPPH. Os extratos foram diluidos (0,1

Vo

ml) e misturados com 3,9 mL de solucdo de
metanol contendo radicais DPPH (6,5 x 10
mol/L) durante 1 h. A reduc¢do do radical
DPPH foi medida monitorando
continuamente o decréscimo na absorc¢do a
515 nm. Apés foi calculado o valor de Cls
(quantidade de amostra necessdria para
reduzir em 50% a concentragdo inicial do
radical DPPH).

2.7.2. Método ABTS

Para obtencdo da atividade antioxidante
foi utilizado o método do radical livre ABTS
(2,2’-azinobis-(3-etilbenzotiazoline-6-acido
sulfonico).™®

Uma solucdo padrdo de ABTS™ (7 mM, 5
mL) foi misturada com 88 uL de persulfato de
potassio (140 mM). A mistura foi agitada e
mantida no escuro por 16 h a temperatura
ambiente. Apds esse periodo, foi retirado 1
mL e completado o volume para 100 mL com
etanol PA (Vetec) para se obter uma
absorbancia (log 1y/1) em torno de 0,7 (0,715
neste experimento). Foram preparadas
diferentes concentracGes dos extratos de J.
gossypifolia (99-0,01 pg/mL) sendo retirados
30 plL e adicionados a 3,0 mL da solucdo de
ABTS™. Apds 6 minutos, foi realizada a leitura
em 734 nm. A porcentagem de sequestro do
radical ABTS™ foi calculada e o resultado
expresso em Cls.

2.8. Avaliacdo qualitativa da atividade
anticolinesterasica in vitro

Na obtencdo da atividade inibitéria da
enzima acetilcolinesterase  (AChE) foi
utilizado um ensaio baseado em método
fotométrico para a determinagdo da
atividade anticolinesterasica,'’ adaptado para
cromatografia em camada delgada.™®

Foram usadas solu¢Ges de acido 5,5'-
ditiobis-2-nitrobenzoico (DTNB) e iodeto de
acetilcolina (ATCI) em tampdo. As amostras
foram aplicadas em cromatoplaca. Apods
evaporacdo do solvente, pulverizou-se a
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mistura do substrato (ATCl, 1 mM em
tampao) e o reagente de Ellman (DTNB, 1
mM em tampdo). Apdés 3 a 5 minutos
borrifou-se a enzima (3 U/mL) e em 10
minutos a placa apresentou cor amarela.
Halos brancos apareceram em torno das
amostras indicando a inibicdo. Os halos
foram medidos e comparados com o padrao,
o alcaloide fisostigmina.

2.9. Avaliagao quantitativa da atividade
anticolinesterdasica in vitro

A atividade inibitéria da enzima
acetilcolinesterase  (AChE) foi  aferida
utilizando leitora Elisa BIOTEK, modelo ELX
800, software “Gen5 V2.04.11”, baseando-se
na metodologia descrita por Ellman e
colaboradores (1961)". Em placas de 96
pocos, foram utilizadas as seguintes solucées
por poco: 25 ulL de iodeto de acetilcolina (15
mM), 125 pL de 5,5’-ditiobis-[2-
nitrobenzoico] na solugdo Tris/HCl (50 nM,
pH=8, com 0,1 M de NaCl e 0,02 M de
MgCl,.6H,0. (3 mM, DTNB ou reagente de
Ellman), 50 pL da solugdo Tris/HCI (50 nM, pH
= 8, com 0,1% de albumina sérica bovina
(BSA), 25 pL da amostra de extrato dissolvida

unidade (moles/l. min)

A equacdo transforma as taxas de leitura
em unidades absolutas para que seja
realizada a analise estatistica. A porcentagem
de inibicdo da acetilcolinesterase foi
calculada através da comparagdo das
velocidades de reacdo (hidrdlise do
substrato) das amostras em relagdo ao
branco (considerada atividade total da AChE,
100%). O padrdo utilizado como controle
positivo, a fisostigmina, foi utilizada na
concentragio de 1,56 pg.mL™’. Todas as
amostras foram analisadas com 3 réplicas e 2
repeticoes.
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em metanol e diluida 10 vezes na solucdo
Tris/HCl (50 mM, pH=8) para obter uma
concentragio final de 0,2 mgmL™.® A
absorbancia foi aferida em 405 nm durante
30 segundos. Em seguida, foram adicionados
25 pL da enzima acetilcolinesterase (0,25
U.mL?) e a absorbancia foi aferida por
minuto até o total de 25 minutos de
incubacdo da enzima. Como padrao negativo,
foram utilizadas todas as solucdes,
excetuando-se a amostra. Para o padrao
positivo foi utilizada a fisostigmina.

As diluicdes das amostras e dos padroes
positivos utilizadas nas avaliacdes
quantitativas em microplaca, partiram de
solugdo m3e com concentra¢do de 20 mg/mL
sendo: 200 pg.mL?, 100 pg.mL", 50 pg.mL™,
25 pg.mL?, 12,5 pg.mL?, 6,25 pg.mL?, 3,12
pg.mL?, 1,56 pg.mL™?, e 0,78 pg.mL™.

Foram extintos da andlise os valores
referentes as coloracGes naturais dos
extratos. A reacdo final por pogo faz com que
a acetiltiocolina gere como subprodutos
tiocolina, acetato de tiocolina e
ditiobisnitrobenzoico e por consequéncia, a
cor amarela. Para andlise dos dados o
coeficiente do &anion amarelo, formado a
partir desta reacdo, também foi extinto
através da seguinte equacdo'’:

Aabsorbancia/min
1,36.10%

2.10. Atividade anti-leishmanial in vitro

O cultivo de Leishmania infantum L.
estirpe 10C/L0O579 (MHOM /BR /1974 /PP75),
na forma promastigota, doada pela Fundagao
Instituto Oswaldo Cruz — FIOCRUZ, Rio de
Janeiro, Brasil, foi realizado de acordo com
Tempone e Andrade (2005)*° . Os parasitos
foram cultivados em M199 (Cultilab®)
suplementado com 10% de soro fetal bovino
(SFB) (Cultilab’), HEPES (Sigma-Aldrich’),
hemina bovina (Inlab®), bicarbonato de sédio
(Sigma-Aldrich”) e gentamicina (40 mg.mL™)
(Inlab’), perfazendo um pH igual a 7,3. As
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culturas foram mantidas em estufa do tipo
BOD a 23,6 °C, sendo renovadas a cada trés
ou quatro dias.

Para o teste anti-leishmanial in vitro
contra promastigotas de L. infantum foram
utilizados o constituinte isolado do latex e os
extratos de J. gossypifolia em placas de 96
pogos. *° Em resumo, foi realizada a diluicdo
seriada de cada extrato obtendo as seguintes
concentragdes de 100; 50; 25; 12,5; 6.25;
3,12; 1,56; 0,78; 0,39; 0,19 e 0,09 pug/mL. As
formas promastigotas de L. infantum foram
usadas na concentracdio de 1,25x10°
parasitas/poco. Os produtos de referéncia
utilizados foram o antimoniato de meglumina
(Glucantime’) e a  anfotericina B,
considerados controles positivos. O controle
negativo foi o meio M199 (Cultilab®)
suplementado, sem as drogas. Os parasitos
foram incubados a 23,6 °C durante 24 horas.

A viabilidade celular foi avaliada pela
conversdo do sal de tetrazdlio solivel MTT (3-
[4,5-dimetiltiozol-2-yl] 2,5-difeniltetrazolium
bromide) (Sigma’) em formazan insoltvel por
enzimas mitocondriais. Onde, 20 pL/poco de
MTT (5 mg/mL) foi adicionado a microplaca e
apods 24 horas de incubacgdo a 23,6 °C na BOD
foi realizado a adi¢cdo de SDS (dodecil sulfato
de soédio) a 10% no volume de 20 uL/pogo.

Vo

Posteriormente, foi adicionado solucdo de
HCI 4N e, depois de 45 segundos de agitacdo
foi realizada a leitura da densidade éptica em
570 nm em espectrofotometro. Os ensaios
foram realizados em triplicata e o cdlculo do
namero de parasitos invidveis mortas foi
utilizado para a obtengdo da concentragao
capaz de inibir 50% da cultura de L. infantum
(Clso).

2.11. Andlise estatistica

Todos os dados foram analisados
comparativamente entre os grupos tratados
e os controles positivos pela ANOVA two-way
seguido do teste de Bonferroni, utilizando o
software estatistico GraphPad Prism 6.0.
Com intervalo de confianca de 95%.

3. Resultados e Discussao

A pesquisa fitoquimica permite
caracterizar os metabdlitos secundarios
relevantes nas plantas e diversidade de
classes quimicas de compostos (Tabela 1).

Tabela 1. Triagem fitoquimica de Jatropha gossypiifolia

Amostras Classes de compostos
Fendis  Flavonoide Saponina  Triterpeno  Esteroide  Alcaloide
EEC + + + - + o
EEF + + + + - -
Latex + + - - - +

(+) presenca; (-) auséncia. EEC: Extrato etandlico do caule. EEF: Extrato etandlico das folhas.

Os resultados positivos para flavonoides e
fendis (todas as partes da planta em estudo),
saponinas (caule e folhas), triterpenos
(folhas), esteroides (caule), e alcaloides
(latex) corroboram dados encontrados em
literatura.”

Outras substancias s3do descritas em
diferentes drgaos de J. gossypifolia, como a

presenca de alcaloides nas folhas,’?
diterpenos e flavonoides em toda a planta,*
esteroides no caule e folhas, ** fendis no
caule, folhas e latex, ** taninos no caule e
folhas. ** Os resultados obtidos no estudo
podem ter sido influenciados por fatores
abidticos, como os climaticos e os edaficos.
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Comparando os espectros de RMN de 'H
dos trés extratos (Figura 1) com as andlises
fitoquimicas encontradas na prospecgao
preliminar, algumas classes de compostos
foram observados.

No espectro de RMN de 'H do extrato do
caule (Figura 1A), observa-se na faixa de 0,8 a
2,0 ppm sinais correspondentes aos
hidrogénios de metilas de esteroides e/ou
triterpenoides, em 3,3 a 4,5 ppm sinais
caracteristicos de acucares, em 5,4 ppm de
hidrogénio 6 da ligacdo dupla (Cs-Cg) de um
esterol como o [-sitosterol, que apresenta
deslocamento em 5,36 ppm (t, 1H, J = 6,4
Hz)®, confirmando assim a presenca de
esteroides e de saponinas, conforme a
triagem fitoquimica. Os compostos fendlicos
e/ou os flavonoides ndo foram evidenciados
no espectro.

No espectro de RMN de 'H do extrato das
folhas (Figura 1B), observa-se na faixa de 0,8
a 2,0 ppm um maior numero de sinais que
podem justificar a presenca de metilas de
triterpenos como indica o teste fitoquimico.
A presenga de glicose também ficou
evidenciada através das absor¢des entre 3,3
a 4,5 ppm, confirmando a possibilidade de
glicosideos, como saponinas e flavonoides
(que podem ser glicosilados, também) a
presenca dos hidrogénios fendlicos e dos
flavonoides foi evidenciada através de sinais
fracos na regido de 6,5 a 7,5 ppm,
caracteristica de H aromaticos, porém, em
menor quantidade.

Em trabalho anterior foi mostrado que o
ldtex de J. curcas contém os alcaloides
jatrophine, jatropham e curcaine, com
propriedades anti-cancerigenas.”* Absorc¢des
no espectro de RMN de 'H do latex de J.
gossipifolia (Figura 1C) mostram-se similares
as do alcaloide jatropham em 6,62 ppm (IH,
H-4), 5,43 ppm (IH, H-5), 1,63 ppm (3H, Me),
indicando a possibilidade da presenca deste
composto ou de seu glicosideo devido
também a absor¢des na faixa de agucares
(3,5 a 5,0 ppm).” Pela analise espectral n3o
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foram detectados compostos fendlicos que
absorvem na faixa de 6,5 a 7,5 ppm.

O extrato do latex foi cromatografado em
coluna de silica gel para isolamento de seus
constituintes. O principal constituinte isolado
do latex de J. gossypifolia apresentou 10.8%
de rendimento. Em testes fitoquimicos

usando os reagentes de Mayer e
Dragendorff, caracterizaram a natureza
alcaloidica. O espectro de infravermelho

mostrou uma banda entre 3650 - 3200 cm™,
de estiramento de ligacdo O-H, uma banda
forte em 1680 cm™, de grupo carbonila de
amida e uma absorc3o fraca em 1640 cm™,
relativa a ligacdo C=C. A figura 2 mostra o
espectro de RMN de 'H do alcaloide isolado.

Os dados obtidos dos espectros de RMN
de 'H e RMN de **C (Tabela 1), mostram um
sinal de hidrogénio anomérico in § 4,46 ppm
(1H, d, J = 7,7 Hz, H-I') e outras absorcbes da
glicose entre 3,2 a 3,8. O grupo lactama foi
caracterizado pelo hidrogénio N-H em 6,78
ppm (IH, H-4), 5,53 ppm (IH, H-5), 1,84 ppm
(3H, Me). A estrutura foi definida pela analise
combinada do espectro de RMN de “C
totalmente desacoplado, o experimento
DEPT 135 e os experimentos COSY, HSQC e
HMBC. Onze sinais presentes no espectro de
RMN de *C referem-se a: um nticleo lactama
com uma carbonila absorvendo em & 176 (C-
2), uma dupla trissubstituida em & 140,23 (C-
4) e 137,62 (C-3), um carbono oxigenado em
6 86,57 (C-5), e um grupo CH; em & 10,51,
como também os carbonos da glucose em &
103,57 (C-I'), 78,07 (C-3"), 92,75 (C-5'), 249,34
(C-2"),71,65(C-4') e 62,85 (C-6').

O glicosideo jatropham (Figura 3) é
derivado do jatropham (CsH;NO,), composto
isolado de Jatropha macrorhiza por Wiedhopf
et al. (1973). Sua presenca também foi
relatada em Lillium martagon (Shimomura et
al., 1987) e em vdrias outras espécies do
género Jatropha. A presenca do glicosideo de
jatropham em J. gossypifolia é relatada pela
primeira vez neste estudo.
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Figura 1. Espectros de RMN de hidrogénio dos extratos do caule (A), folhas (B) e latex do pido
roxo (C) (300 MHz, CD;0D).
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Figura 2. Espectro de RMN de hidrogénio do composto isolado do latex de Jatropha
gossypifolia L. (300 MHz, CD;0D)
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Tabela 1. Dados espectrais de RMN de 'H e de *C do glicosidio do jatropham em MeOD

(300 MHz, CD5;0D)

Martins, G. V. et al.

HSQC HMBC Shimomura et al, 1987
Sc Sy 2Jen *Je 8¢ 3
C
2 175,45 - H-5; 172,2 -
3H-6
3 137,60 - H-4; 3H-6 H-5 = -
CH
4 140,78 6,78 (sl) H-5 3H-6 138,8 6,76
5 86,65 5,67 (sl) H-4 H-1’ 84,3 5,89
1 103,44 4,49 (d, 7,7) H-2’ H-5 101,8 5,12
2’ 74,94 3,23 (dd, 7,7, 8,6) H-3’ 73,2 4,52-3,92
3 78,03 3,40 (t, 8,6) H-2’; H-4’ 77,2 4,52-3,92
4 71,62 3,23 (m) H-3’ 2H-6’ 70,0 4,52-3,92
5’ 78,47 3,33 (m) H-4’; H-6’ 76,5 4,52-3,92
CH,
6’ 62,82 3,93 (dd, 11,9, 61,6 4,52-3,92
1,5)
3,68 (dd, 11,9,
5,9)
CH3
6 10,51 1,87 (s) 10,0 1,64
Q 1
\ 2 N’
3 5
6 NS

Figura 3. Representacdo estrutural do glicosideo do jatropham

Na tabela 2 encontram-se o teor de fendis
(FT) e flavonoides totais (FlaT) e atividade
antioxidante dos extratos de J. gossypifolia. O
resultado observado na determinagao dos
fendis totais, expresso como equivalente de
acido galico (EAG) por grama de extrato

bruto, foi que o extrato do latex apresentou o
maior valor (37,25 + 1,14 mg EAG.g'l) em
comparagdo com os outros extratos: EEF
(21,13 + 1,88 mg EAG.g") e EEC (9,35 + 1,56
mg EAG.g ). E para os teores de flavonoides
(FIaT), onde os resultados obtidos foram
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expressos como equivalente de quercetina
(EQ) por grama de extrato bruto, o latex
apresentou 0,76 + 0,06 ngQ.g’l, o EEF 6,34
+0,02 mgEQ.g™" e 0 EEC 4,46 + 0,08 mgEQ.g™.

Os compostos  fendlicos sdo
estruturas  quimicas que apresentam
hidroxilas em anéis aromaticos, nas formas
simples ou de polimeros, que os confere o
poder antioxidante. Compostos fendlicos
antioxidantes padrdo como o Trolox
apresenta Clsg = 0,250 pg/mL, o BHT, Clsy =
3,48 pug/mL e a rutina Clsg = 10 pg/mL,
salientando-se que quanto menor o valor de
Clso, maior o poder antioxidante do produto.
7. 28 Neste estudo, a atividade antioxidante
foi expressa em Clso concentragdo minima da
amostra capaz de sequestrar 50% dos
radicais, utilizando os ensaios com o DPPH e
ABTS, dos extratos da J. gossypifolia. Estes
ensaios revelaram que o extrato do latex
apresentou excelente atividade antioxidante,
com Clsp de 5,14 + 0,16 pg/mL no teste do
DPPH e 4,03 £ 0,01 ug/mL, sendo semelhante
estatisticamente ao padrdo quercetina, tanto
pelo método DPPH com Clsy de 5,0 £ 0.18
pug/mL, quanto pelo o método de ABTS com
Clso de 1,44 £0.01 pg/mL.

Vo

A atividade antioxidante pelo método do
DPPH para os extratos etandlicos das folhas,
caule e raizes da J. gossypifolia foi relatada
anteriormente, *° cujos valores de Clsg foram:
65,27 * 3,70 pg/mL (folhas), 10,79 + 1,56
pug/mL (caule), 98,63 + 2,60 pg/mL (raizes),
revelando consideravel atividade
antiradicalar. Noutro estudo do extrato
aquoso da J. gossypifolia exibiu significativa
inibicdo de radicais, com Clsy de 11,4 pg/mL,
valor préximo ao padrao utilizado: rutina (Clsg
de 10 pg/mL). *° Ambos os autores
correlacionaram atividade positiva entre a
atividade antiradical de J. gossypifolia com a
presenca de compostos fendlicos presentes
nos extratos, e mostram que essa espécie
pode ser uma potente fonte de antioxidante
natural.

Portanto, a atividade antioxidante
encontrada no extrato aquoso do latex de J.
gossypifolia aponta para um estudo mais
aprofundando visando o isolamento e
caracterizacdo de substancias, além de
compostos fendlicos, que possam também
estar envolvidos nessa efetiva atividade
antioxidante encontrada no extrato do latex
da espécie.

Tabela 2. Teor de fendis totais e flavonoides totais e atividade antioxidante

Extratos Fenois Totais Flavonoides Atividade antioxidante
(mg EAG.g™") (mg EQ.g™) (Cleg pg/ml)
DPPH ABTS
EEF 21,13 +1,88" 6,34 + 0,022 131,61 + 4,25°¢ 63,20+ 0,38°
EEC 9,35+ 1,56° 4,46 +0,08" 163,08 £ 2,07° 8,01+ 0,04°
Latex 37,25+ 1,142 0,76 +0,06° 5,14 + 0,162 4,03 +0,0162
Quercetina 5,0+0,18° 1,44 +0,01°

Letras sobrescritas diferentes indicam diferencas significativas em p <0,05 comparando
entre as linhas. 'Substancia antioxidante de referéncia.

As doencas neurodegenerativas cronicas
como aterosclerose, mal de Parkinson e
doenca de Alzheimer (DA) estdo relacionadas
com os radicais livres,”® e que terapias
antioxidantes e dietas ricas ou enriquecidas
com substancias que combate os radicais

livres parecem prevenir ou pelo menos

atenuar a deterioragdo organica por um
. . . 2

excessivo estresse oxidativo.?

As plantas que tém mostrado efeitos
favoraveis em relagdo a perturbagdes
cognitivas, incluindo a atividade anti-
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acetilcolinesterase (AChE), atividades anti-
inflamatdérias e antioxidantes ou outras
atividades farmacoldgicas relevantes sdo
potencialmente de interesse para uso clinico
para a doenga de Alzheimer (DA).*

A fim de descobrir novas fontes potenciais
para inibir enzimas envolvidas com o sistema
colinérgico, como AChE, ensaios em
microplacas foram utilizados para o rastreio
de substancias que podem ser inibidoras da
acetilcolina. Todos os extratos da J
gossypifolia L. apresentaram resultado
positivo na inibicdo da enzima AchE tanto no
ensaio de placa de CCD, como em andlise na
leitora ELISA, o extrato da folha mostrou-se
mais eficaz (Tabela 3).

Estudos anteriores relatam que J.
gossypifolia L. é uma fonte potencial de
compostos anticolinesterdsicos, testando o
potencial de inibicao da enzima
acetilcolinesterase de extratos de acetato de
etila e metanol de plantas medicinais
brasileiras. Este autor afirma que as espécies
mais ativas foram Ipomoea asarifolia (Clsy =
120 pg/mlL), Jatropha curcas (Clsy = 250
ug/mL), Jatropha gossypifolia (Cls, = 50
ug/mL), Kalanchoe brasiliensis (Clsy = 160
pug/mL) e Senna alata (Clsg = 80 pg/mL). E
dentre as espécies, um dos extratos mais
promissores foi o da espécie J. gossypifolia,
assumindo a presenga de compostos com
atividade semelhante a galantamina (Clsy =
0,37 pg/mL). * O extrato das folhas de J.
gossypifolia mostrou a melhor a¢do frente a
AChE (24,511 + 0,207 pg/mL) neste estudo.

Numa revisao da atividade
anticolinesterdsica de compostos isolados de
plantas, 260 compostos demonstram ac¢do de
inibicdo da enzima da AChE. Entre eles,

alcaloides, terpenoides, cumarinas,
flavonoides, heterociclos oxigenados,
sesquiterpenoides, estilbenos, lignanas,

compostos sulfurados, policiclicos, quinoides,
benzoxazinona, carotenoides e aliciclicos. **

J. gossypifolia revelou a presenca de
alguns destas classes de compostos que
podem estar envolvidos na atividade de
inibicdo da acetilcolinesterase (Tabela 1), e
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um estudo quimico desta espécie, em
especial ao extrato da folha, deverd
contribuir para aumentar o numero de
compostos quimicos ativos pertencentes a
estas classes de metabdlitos secundarios, os
guais poderao ser potenciais candidatos para
o tratamento da Doenca de Alzheimer.

Todos os extratos de J. gossypifolia
demonstraram bons resultados em relacdo a
atividade sobre promastigotas de Leishmania
infantum. Os dados obtidos pelo teste in vitro
comprovaram que tanto o EEF (Cls, de 4,76 +
0,79 pg/mL), o EEC (Clspde 6,51 + 1,03 pg/mL)
e principalmente o glicosideo do jatropham
com Clsgde 0,47 + 0,05 pg/mL) foram efetivos
quando comparados aos obtidos pelo
controle positivo Anfotericina B (Clsode 0,48 +
0,03 pug/mL). *

J.  gossypifolia  apresentou atividade
promissora no combate as formas
promastigotas de Leishmania infantum. Com
relacdo aos constituintes quimicos, os
extratos utilizados em nosso estudo
apresentaram: alcaloides, esteroides,
triterpenoides saponinas e compostos
fendlicos. De acordo com Cham-Bacab e
Rodriguéz-Pefia (2001)*, estes compostos
estdo envolvidos na atividade anti-
leishmanial. A caracterizacdo do alcaloide
glicosideo de jatropham com atividade
semelhante ao padrdo confirma a a¢do

Os mecanismos de agdao envolvidos na
acao anti-leishmanial das drogas atuais, ainda
nao foram bem elucidados. Os antimoniais
pentavalentes parecem atuar no mecanismo
bioenergético das formas amastigotas da
Leishmania, por meio de glicdlise e beta-
oxidagdo, que ocorrem nas organelas
denominadas glicossomas. Outro mecanismo
aceito é o de ligacdo com sitios sulfidrilicos,
deflagrando a morte desses protozoarios.>’

O extrato das folhas de J. gossypifolia
apresentou os melhores resultados da
atividade antileishmanial (4,76 + 0,79 pg/mL)
e atividade anti-AchE (24,511 + 0,207 pg/mL),
portanto a inibicdo desta enzima pode
contribuir para o mecanismo da acgao
antileishmanial. Leishmania infantum
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necessita de colina para sintetizar
fosfolipideos de membrana. A presenca da
enzima acetilcolinesterase, resulta em um
declinio de colina e, consequentemente, a
membrana do parasito perde a consisténcia,
podendo sofrer lise. ® O isolamento do
glicosideo do Jatropham com atividade

Vo

antileishmanial semelhante ao controle
positivo credencia a planta como potencial
fornecedora de agentes antileishmaniais.
Testes de toxicidade deste material sdo
necessarios para uma futura utilizagdo no
combate a leishmaniose.

Tabela 3. Potencial inibitorio da enzima acetilcolinesterase e atividade anti-leishmanial de

Jatropha gossypifolia L.

Amostras Inibicao da Inibicao da enzima AchE por Atividade anti-

enzima AchE por CCD leitora Elisa leishmanial
(Clso= pg/mL) (Clso= pg/mL)

EEC + 163,240 + 0,257°¢ 6,51 + 1,03"

EEF = 24,511 +0,207° 4,76 £ 0,79°
Latex + 208,826 + 0,194° 51,29 + 8,70°

GJ + 0,47 +0.05°

Fisostigmina + 19,526 + 0.084° -

Anfotericina B - = 0,48 + 0.03°
Glucantime - = 34,63 + 3,58°

Letras sobrescritas diferentes indicam diferencas significativas para p <0,05, comparando
entre as linhas na mesma coluna. (-) = Ndo testado. EEC = Extrato etandlico do caule, EEF =
extrato etandlico das folhas, GJ = Glicosidio do Jatropham

4. Consideragoes finais

Os extratos estudados de J. gossypiifolia L.
apresentam metabdlitos secundarios
importantes como flavonoides e compostos
fendlicos que apresentaram atividade
antioxidante, contribuindo possivelmente
para o fortalecimento do organismo contra o
estresse oxidativo causados pela
leishmaniose como também na inibicao da
enzima AchE gerando danos nas membranas
dos parasitos. Essas atividades
correlacionam-se  com os  resultados
promissores na inibicdo das formas
promastigotas de L. infantum.

Apesar dos vdrios estudos nesta area,
ainda existem muitas espécies vegetais com
potencial acdo sobre parasitos do género
Leishmania a serem avaliadas. Baseado nas

fontes pesquisadas, este é o primeiro relato
na literatura nos quais extratos de J
gossifolia sdo submetidos a ensaios sobre
formas  promastigotas de Leishmania
infantum.

J. gossypifolia é uma espécie, que se
encontra em todas regides tropicais, tendo
sua distribuicdo geografica bastante vasta
devido a sua rusticidade, resisténcia a longas
estiagens, pragas e doencas, sendo adaptavel
a condicbes edafo-climaticas muito variaveis,
sendo uma espécie muito conhecida por seu
potencial bioldgico, > o que torna promissora
a busca por principios ativos, associados a
atividade anti-leishmanial, em estudos
futuros. Este é o primeiro relato da atividade
antileishmanial do glicosidio do Jatropham.
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