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RESUMO

A espécie Eleutherine bulbosa (Miller) Urb. € uma planta pertencente a familia
Iridaceae, conhecida popularmente como palmeirinha e marupazinho, utilizada
tradicionalmente como planta medicinal. Sua distribuigdo e cultivo € amplo, sendo
endémica da américa do sul, podendo ser encontrada em paises tropicais como
Bolivia, Peru e Brasil, porém devido as suas propriedades terapéuticas a E. bulbosa
tomou proporgdes mundiais. Este trabalho relata os constituintes quimicos
identificados na analise fitoquimica do extrato etandlico dos bulbos (EEB) e das palhas
(EEP) da espécie Eleutherine bulbosa, coletada na microrregido do Baixo Parnaiba
no Piaui, bem como a avaliacido das atividades antioxidante, teor de flavonoides totais
e 0 ensaio de toxidade frente a Artemia salina Analisando o perfil cromatografico
(CCD) dos extratos etanolicos de E. bulbosa foi possivel identificar, no EEB, a
presenca de substancias de natureza fendlica, especialmente flavonoides, derivados
do antraceno e cumarinas, ja os compostos terpénicos foram identificados em ambos
os extratos (EEP e EEB). Os testes fitoquimicos, realizados com EEP e EEB,
indicaram a presenca de taninos condensados, leucoantocianidinas, flavanonas,
quinonas, cumarinas, heterosideos saponinicos e alcaloides. As chalconas, auronas
e os triterpenos pentaciclicos foram identificados apenas no EEB, enquanto que, os
esteroides livres foram detectados no EEP. Na avaliagdo da atividade antioxidante
pelo método com DPPH, o EEP de E. bulbosa apresentou fraca atividade antioxidante
(20,95%) na maior concentragao testada (250 pg.mL"). Quanto ao teor de flavonoide
totais, observou-se que o EEP apresentou um valor (118,30 + 1,01 mg ER/g EtOH)
superior ao do teor obtido para o EEB (51,83 £ 0,34 mg ER/g EtOH). Tanto EEP (DLso
= 803,52 ug.mL") quanto o EEB (DLso 704,85 ug.mL™") apresentaram fraca toxicidade
frente a Artemia salina, podendo ser, entao, considerados seguros nas concentragdes
testadas. Este é o primeiro relato do perfil fitoquimico e toxicolégico do EEP e EEB de
E. bulbosa encontrada na regido nordeste do Brasil, o que contribui para o
enriquecimento dos estudos quimico-toxicologicos da espécie, além da valorizag&o

da biodiversidade local.

Palavras-chave: Eleutherine bulbosa. Metabolitos secundarios. Quinonas. Fitoquimica. Antioxidante.

Flavonoides totais. Toxidade.



ABSTRACT

The species Eleutherine bulbosa (Miller) Urb. is a plant belonging to the Iridaceae
family, popularly known as palmeirinha and marupazinho, traditionally used as a
medicinal plant. Its distribution and cultivation is wide, being endemic to South
America. It can be found in tropical countries such as Bolivia, Peru and Brazil, but due
to its therapeutic properties, E. bulbosa has taken on worldwide proportions. This work
reports the chemical constituents identified in the phytochemical analysis of the ethanol
extract of bulbs (EEB) and straws (EEP) of the species Eleutherine bulbosa, collected
in the micro-region of Baixo Parnaiba in Piaui, as well as the evaluation of the
antioxidant activities, the content of total flavonoids and the toxicity test against Artemia
salina. Analyzing the chromatographic profile (CCD) of the ethanolic extracts of e.
bulbosa, it was possible to identify, in the EEB, the presence of substance of a phenolic
nature, especially flavonoids, anthracene derivatives and coumarins, whereas terpene
compounds werw identified in both extracts (EEP and EEB). The phytochemical tests,
carried out with EEP and EEB, indicated the presence of condensed tannins,
leucoanthocyanidins, flavanones, quinones, coumarins, saponin heterosides and
alkaloids. Chalcones, aurones and pentacyclic triterpenes were identified only in EEB,
while free steroids were detected in EEP. In the evaluation of the antioxidant activity
by the DPPH method, the EEP of E. bulbosa showed weak antioxidant activity
(20.95%) at the highest concentration tested (250 pug.mL-"). As for the total flavonoid
content, it was observed that the EEP presented a value (118.30 £ 1.01 mg ER/g
EtOH) higher than the content obtained for the EEB (51.83 + 0.34 mg ER/g EtOH).
Both EEP (LDso = 803.52 ug.mL") and EEB (LDso 704.85 ng.mL") showed weak
toxicity against Artemia salina, and can therefore be considered safe at the
concentrations tested. This is the first report of the phytochemical and
pharmacological profile of the EEP and EEB of E. bulbosa found in the northeast region
of Brazil, which contributes to the enrichment of chemical-toxicological studies of the

species, in addition to the appreciation of local biodiversity.

Keywords: Eleutherine bulbosa. Secondary metabolites. Quinones. Phytochemistry. Antioxidant.

Total flavonoids. Toxicity.
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1 INTRODUGAO

Os produtos naturais sdo uma fonte muito eficiente para a descoberta de
medicamentos. Nos ultimos 30 anos, um grande numero das medicag¢des
desenvolvidas para a intervencgao no tratamento do cancer e de doencas infecciosas
foram provenientes de produtos naturais (REN; WANG; ZAO, 2017). Padmavathy e
Saravanan (2017), relatam que cerca de 25% dos medicamentos atuais foram
desenvolvidos a partir de plantas, 25% de origem animal e 10% de micro-
organismos.

A quimica de produtos naturais € uma ciéncia bastante consolidada no Brasil
e, nos ultimos anos, tem crescido exponencialmente entre os pesquisadores
brasileiros, os quais desenvolvem principalmente pesquisas com metabdlitos
vegetais, onde estes sdo utilizados como fontes para a investigacdo de novas
moléculas, com o objetivo de promover o desenvolvimento da quimica medicinal e
a descoberta de novos farmacos (IOCA; NICACIO; BERLINCK, 2018).

Os principios ativos identificados nas plantas sdo oriundos do metabolismo
secundario. Dentre as principais classes de metabdlitos secundarios destacam-se
os compostos fendlicos, alcaloides e terpenos estes, por sua vez, sao responsaveis
pelos seus efeitos medicinais e/ ou toxicos encontrados nas plantas. Estes
compostos possuem grande importancia quanto ao seu potencial farmacologico,
contribuindo assim no tratamento de inimeras doengas (LOPEZ, 2006).

Os produtos naturais possuem grande importancia econémica, pois além do
enorme potencial para o desenvolvimento de novos medicamentos, estes
compostos, devido sua diversidade estrutural unica, também podem ser
empregados na agricultura como a gentes no controle de pragas, ou ainda na
industria alimenticia, veterinaria e de cosméticos (PINTO et al.,2002; DIAS, URBAN,
ROESSNER, 2012).

Dentro da Quimica de Produtos Naturais (QPN) existe o ramo da fitoquimica,
que compreende o estudo de compostos de origem vegetal. A fitoquimica abrange
0 maior numero de trabalhos experimentais publicados (MATOS, 2009). Estes
contribuem para a identificagdo de constituintes quimicos de espécies vegetais e na
determinacao da existéncia de principios ativos, a partir do estudo dos metabolitos

secundarios.
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A orientacao para estudos fitoquimicos a partir de indicativos populares, tem
se mostrado de grande eficacia, uma vez que os metabdlitos secundarios obtidos
dessas plantas apresentam relevantes atividades bioldgicas. Fazendo com que as
plantas utilizadas na medicina tradicional sejam cada vez mais estudadas, visto que,
varios dos metabdlitos secundarios obtidos possuem importantes potenciais
farmacolégicos, muitos dos quais tém sido utilizados pela industria farmacéutica
(BESSA et al., 2013; FUMAGALI et al, 2008).

Dentre as plantas com elevado potencial medicinal destaca-se a Eleutherine
bulbosa (Miller) Urb., uma planta pertencente a familia Iridaceae, conhecida por
varios nomes populares, como: palmeirinha, marupazinho, marupari, coquinho,
marupa, alho do mato, lirio folha de palmeira, anajai etc. Esta planta foi incluida na
Relagao Nacional de Plantas Medicinais de Interesse ao Sistema Unico de Saude
(RENISUS) (BRASIL, 2009). No Brasil, a espécie € amplamente utilizada na
medicina tradicional das regides norte e nordeste, para o tratamento de diarreias,
dor de estdbmago, coélica e amebiase (MARTINS et al., 2005; BIANCHI, CERIOTTI,
1975; GALUCIO, 2014).

Nesse sentido, fica evidente que o reino vegetal fornece uma incrivel fonte de
compostos bioativos que podem ser utilizados no desenvolvimento de possiveis
farmacos. Entretanto, até 1996 estimava-se que apenas cerca de 15 a 17% de
aproximadamente 500.000 espécies vegetais existentes no mundo ja tenham
estudo cientifico quanto as suas propriedades terapéuticas. No Brasil, somente 8%
de cerca 100.000 espécies vegetais catalogadas foram estudas em busca de
compostos bioativos e somente 1.100 das mesmas foram avaliadas quanto as suas
potencialidades médicas (VARANDA, 2006).

Nesse contexto, o presente trabalho visa avaliar a composi¢do quimica e o
potencial farmacoldgico do extrato etandlico dos bulbos e das palhas de Eleutherine
bulbosa (Mill.) Urb., encontrada na microrregido do Baixo Parnaiba no Piaui,
contribuindo dessa maneira, para o enriquecimento dos estudos quimiotaxondmico

e farmacologicos da espécie, além da valorizag&do da biodiversidade local.



2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 METABOLISMO VEGETAL

O metabolismo envolve um conjunto de reagdes quimicas que estdo sempre
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ocorrendo dentro de cada célula, seja vegetal ou animal. Os compostos quimicos

formados, degradados ou transformados sdao denominados metabdlitos, sendo

divididos em dois grupos: metabdlitos primarios e secundarios (ESQUEMA 1)

(SIMOES et al., 2007).

Esquema 1 - Metabolismo primario e secundario.

Metabolismo

I

Metabolismo Primario

l

Macromoléculas
(Lipideos, carboidratos e proteinas)

Funcodes essenciais
(Primarias)

Distribuicao Universal

Metabolismo Secundario

l

Micromoléculas
(Estruturas Complexas)

Funcodes Variadas
(ecologia bioquimica;
zoofarmacognosia)

Distribuicao Restrita

|

Quimiotaxonomia

Fonte: Adaptado de Simoes et al., (2007).

Os metabdlitos primarios sdo macromoléculas que podem ser encontradas em

todas as espécies vegetais, onde desempenham importantes fungdes vitais como

crescimento, desenvolvimento e respiragao. Carboidratos, lipidios, proteinas e acidos

nucleicos s&o exemplos de metabodlitos primarios (RIOS, 2016; DEWICK, 2009).

Embora os metabdlitos sejam classificados de formas diferentes, os mesmos

estao diretamente correlacionados, visto que os metabdlitos secundarios sdo gerados
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a partir dos primarios utilizando pequenas moléculas organicas produzidas através de
suas vias biossintéticas (EMERY, SANTOS, BIANCHI, 2010).

2.1.1 Metabolismo secundario

Os metabdlitos secundarios em termos quimicos expressam as
particularidades de uma determinada espécie. Pois cada familia, género e espécie de
planta sintetiza um conjunto de compostos quimicos, cuja a acumulagéo e produgao
sao restritas, sendo caracteristicas unicas que podem ser utilizadas como marcadores
taxondbmicos (EMERY, SANTOS, BIANCHI, 2010; WAKSMUNDZKA-HAJNOS,
SHERMA, KOWALSKA, 2008; SIMOES et al., 2007).

Todas as plantas produzem metabdlitos secundarios, mas como mencionado
anteriormente, estes variam de espécie para espécie, em categoria e quantidade.
Esses metabdlitos podem se diferenciar até mesmo de um ciclo de cultivo para outro
ou em decorréncia do local de plantio, pois a maioria desses compostos tém sua
sintese desencadeada por estimulos externos, como: sazonalidade, indice
pluviométrico, radiagéo ultravioleta (UV), temperatura e altitude (MARTAO, 2013;
GOBBO-NETO, LOPES, 2007).

Os metabdlitos secundarios, permitem a sobrevivéncia das plantas no
ecossistema, podendo exercer diferentes fungcdes, como por exemplo, a defesa contra
organismos patogénicos, insetos e herbivoros, a atragdo de organismos polinizadores
e dispersores de sementes, bem como a participacdo em alelopatias (NEVES,
CUNHA, 2012; SANGEETHA, BASKAR, 2015).

Segundo Ldépez (2006), as substancias produzidas pelo metabolismo
secundario estdo especialmente relacionadas as propriedades terapéuticas das
plantas. Dentre as principais classes metabdlitos secundarios destacam-se os
compostos fendlicos, alcaloides e terpenos.

Os alcaloides s&o caracterizados por serem compostos orgéanicos ciclicos que
contém em sua estrutura pelo menos um atomo de nitrogénio. Em sua maioria,
apresentam carater alcalino, devido ao nitrogénio que possui um par de elétrons néo
compartilhados. Essa classe de metabdlitos tém uma distribuicdo limitada entre os
organismos vivos, sendo encontrada, geralmente, em vegetais especificos, além
disso, os alcaloides sdo conhecidos pelas suas atividades que estao relacionadas ao

seu acentuado efeito no sistema nervoso, sendo utilizado como medicamento, veneno
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ou alucinégeno (VIZZOTTO; KROLOW; WEBER, 2010). Algumas classes de
alcaloides tém os aminoacidos ornitina, lisina, tirosina, histidina e triptofano como

precursores, na Tabela 1 e Figura 1 pode-se observar algumas destas classes
(DEWICK, 2009).

Tabela 1 - Classes de alcaloides e seus precursores

Classes Aminoacidos precursores Exemplos
Tropanicos Ornitina Cocaina
Quinolizidinicos Lisina Lupanina
Benzilisoquinolinicos Tirosina Papaverina
Imidazdlicos Histidina Pilocarpina
Pirrolizidinicos Triptofano Fisostigmina

Fonte: Adaptado de Simdes et al., (2007).

Figura 1- Exemplos das diferentes classes de alcaloides.

Ny 0 O N
O/ ~0 N
" X
o} o~
Cocaina Lupanina Papaverina

Pilocarpina Fisostigmina

Fonte: Adaptado de Simoes et al., (2007).

Os terpenoides constituem uma vasta classe de metabdlitos secundarios
estruturalmente diversos. Sao formados a partir da condensacédo de unidades de
isopreno (Cs) ativadas, difosfato de isopentenila (IPP) e difosfato de dimetilalila
(DMAPP). Os terpenoides sado classificados de acordo com de acordo com a

quantidade de residuos de isopreno que compdem seu esqueleto carbbénico, podendo
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ser hemiterpenoides (Cs), sesquiterpenoides (C1s), diterpenoides (C2o),
sesterterpenoides (C2s), triterpenoides (Cao), tetraterpenoides (Cao) e politerpenoides
(Cs)n, conforme demostrado no Esquema 2 (DEWICK, 2009).

Esquema 2 - Biossintese dos terpenoides a partir do IPP e DMAPP

PN
OPP )\/\ oPP Hemiterpenoides (Cs)

Difosfato de dimetilalila Difosfato de isopentenila
(DMAPP) (1PP)

|

e

C1o

Monoterpenoides (C1o)

v

IPP

A

C1s »  Sesquiterpenoides (C1s)
IPP\{
(2x)
Ca0 »  Diterpenoides (C20)
IPP\{
(2x) Cas »  Sesterterpenoides (C2s)
v
Cao »  Triterpenoides (C3o)
v
Cao -

Tetraterpenoides (Cao)

Fonte: Adaptado de Dewick (2009).

Os compostos fendlicos sdo uma classe de substancias aromaticas que
possuem ao menos um hidrogénio substituido por um grupamento hidroxila (-OH),
podem ser biossintetizados tanto por meio da rota do acido chiquimico como pela via
do acetato. Estes compostos sdo amplamente distribuidos nas plantas com uma
grande diversidade estrutural e sao responsaveis por fungdes importantes nos

vegetais, bem como pelos potenciais antioxidantes, antivirais e antibacterianos. Os
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compostos fendlicos podem ser classificados segundo o tipo de esqueleto principal,
como pode ser observado na Tabela 2 (SIMOES et al., 2007).

Tabela 2 - Classificagdo dos compostos fendlicos de acordo com seu esqueleto
basico.

Esqueleto basico Classe de compostos fendlicos
Ces Fendis simples e benzoquinonas
Cs-C1 Acidos fendlicos
Cs-C2 Acetofenonas e acidos fenilacéticos
Ce-Cs3 Fenilpropanoides: acidos cinamicos e compostos

analogos, Fenilpropenos, cumarinas, isocumarinas e

cromonas

Ce-C4 Naftoquinonas

Ce-C1-Cs Xantonas

Ce-C2-Cs Estilbenos e antraquinonas

Isoflavonoides e Flavonoides: flavonois, flavonas,
Ce-C3-Cs flavanonas, flavononas, flavononois, chalconas, auronas,

antocianinas, antocianidinas e leucoantocianidinas

(Ce-C3)2 Lignanas

Ce-C3-Cs)n Diflavonoides

(Ce)n Melaninas vegetais
(Ce-Cs3)n Ligninas

(Ce-C1)n Taninos hidrolisaveis
(Ce-C3-Cs)n Taninos condensados

Fonte: Adaptado de Simdes et al. (2007).

2.1.1.1 Quinonas

As quinonas sao substancias organicas provenientes da oxidag¢ao de fendis,
esta classe de compostos possui como principal caracteristica a presenca de dois
grupos carbonilicos, nas posigdes orto ou para, formando um sistema conjugado. As
quinonas podem ainda ser classificas de acordo com a sua estrutura, diferenciando-
se a partir do sistema aromatico que sustenta o anel quinonoidico. Dentre as principais

classes de quinonas destacam-se as benzoquinonas, naftoquinonas e antraquinonas.
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Na Figura 2 pode-se observar as férmulas estruturais basicas destas moléculas
(SIMOES et al., 2007; SILVA et al., 2003).

Figura 2 - Esqueleto basico das principais classes de compostos quinolinicos. Em
(A) benzoquinona; (B) naftoquinona; (C) antraquinona.

@) @) @)
@) @) @)
A B Cc

Fonte: Adaptado de Simdes et al. (2007).

Atualmente, sdo conhecidas na natureza mais de 1.500 quinonas, presentes
em plantas, bactérias, liquens e fungos. Estas, apresentam grande potencial
farmacologico, sendo empregadas como laxantes, anti-inflamatorios e agentes
antimicrobianos. As quinonas podem ser encontradas em diversas familias de plantas
superiores, sobretudo nas familias Rubiaceae, Verbenaceae, Bignoniaceae,
Boraginaceae, Myrsinaceae e Iridaceae. (SIMOES et al., 2007; DE MOURA, 2001).

2.2 CONSIDERAGCOES TAXONOMICAS DA ESPECIE

2.2.1 Familia Iridaceae

A Iridaceae é uma familia de monocotileddneas petaldides que apresenta mais
de 2.030 espécies e aproximadamente 66 géneros, distribuidos principalmente no
hemisfério sul, sendo os maiores centros de diversidade o sul da Africa e a América
do sul. No Brasil, a familia apresenta 18 géneros e 160 espécies, sendo dois
endémicos Pseudotrimezia R. C. Foster e Pseudiris Chukr & A. Gil. (REEVES et al.,
2001; DIAS, 2010).

As espécies da familia Iridaceae tém ganhado destaque como plantas
ornamentais, além de apresentarem grande importancia econémica, como por
exemplo a espécie Crocus sativus, popularmente conhecida como agafrao que é muito

utilizado na culinaria, além de possuir propriedades antitumorais e anti-inflamatérias
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(DIAS, 2010). Ja as espécies do género Iris L. sdo muito utilizadas na industria de
cosmeéticos e em perfumarias, embora também apresentem um grande potencial
farmacologico, por possuirem uma ampla variedade de compostos como, flavonoides
e seus (licosideos, triterpenoides, benzoquinonas, estilbenos glicosideos e
isoflavonoides (WANG, CUI, ZHAO, 2010).

Singab et al. (2016) relatam que os iridais foram reconhecidos como um dos
metabdlitos secundarios caracteristicos da familia Iridaceae, isolados pela primeira
vez da espécie Iris sp., além disso os autores mencionam ainda que os constituintes
mais comumente encontrados nas folhas das Iridaceae séo as flavonas C-glicosideo
e os flavonois. Ja os derivados de naftaleno sdo considerados os metabdlitos
secundarios usuais do género Eleutherine.

Pesquisas realizadas na Web of Science em maio de 2021, utilizando a palavra-
chave “Iridaceae”, revelaram a existéncia de cerca de 1349 publicacdes sobre a
familia Iridaceae, onde o Brasil apresentou um lugar de destaque, sendo o quarto pais
com maior numero de publicagdes (87), atras apenas dos Estados Unidos (330), da
Africa do Sul (238) e da Inglaterra (90). Além disso constatou-se que destas
publicagdes, 65% séo na area de ciéncias das plantas, 9% na area de farmacologia,
8% na area de quimica medicinal e menos de 1% na area de quimica organica,
demostrando, dessa forma, que ainda ha uma caréncia de estudos sobre a natureza

organica das espécies que compdem a familia Iridaceae.

2.2.2 Género Eleutherine Herbert

Eleutherine Herbert € um género de plantas bulbosas e nativas da América,
com distribuicdo desde a América do Sul e Central, até o México e indias Ocidentais,
além de serem cultivadas, e atualmente naturalizadas, na Africa e na Asia,
especialmente nas Filipinas e Indochina (GOLDBLATT, SNOW, 1991).

Pertencente a familia Iridaceae, subfamilia Iridoideae e tribo Tigridieae,
Eleutherine € um género constituido por trés espécies: E. bulbosa, E. angusta e E.
latifolia, sendo duas destas ocorrentes no Brasil, onde podem ser encontradas
principalmente na regido Amazénica, Cerrado e Mata Atlantica (EGGERS, 2020;
GOLDBLATT, SNOW, 1991).

Singab e colaboradores (2016) relatam que os derivados de naftaleno sdo
considerados os metabdlitos secundarios usuais do género Eleutherine. Ainda, ha
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relatos na literatura que as atividades bioldgicas dos extratos obtidos da E. bulbosa
estdo relacionadas a trés principais grupos de compostos naftalenos, antraquinonas
e naftoquinonas, além de outras substancias também relatadas (KAMARUDIN et al.,
2020).

2.2.3 Espécie Eleutherine bulbosa (Miller) Urb.

A espécie Eleutherine bulbosa (Miller) Urb. (FIGURA 3) € uma planta herbacea
pertencente a familia da Iridaceae, possui como sinonimias botanicas Eleutherine
plicata, Eleutherine americana e Eleutherine palmifolia, sendo a primeira mais
conhecida entre elas. E uma planta perene com bulbos ovéides e rizomaticos, que
possuem escamas de cor avermelhada externamente. As folhas sdo simples,
estreitamente lanceoladas e plissadas com veias proeminentes, suas flores brotam a
partir de hastes bifurcadas e possuem cor branca ou rosa (GOLDBLATT, SNOW,
1991; PADHI, PANDA, 2015; SHI et al., 2019; MUNAENI et al., 2019; GALUCIO,
2014).

Figura 3 - Espécie Eleutherine bulbosa (Miller) Urb.
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Fonte: (A) Goldblatt, Snow, (1991); (B) Autoria propria, (2021).
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Sua distribuicdo e cultivo € amplo, sendo endémica da américa do sul, E.
bulbosa pode ser encontrada em paises tropicais como Bolivia, Peru e Brasil, porém
devido as suas propriedades terapéuticas a E. bulbosa tomou propor¢cées mundiais.
No Brasil a espécie esta presente na medicina popular das regidées norte e nordeste
(PADHI, PANDA, 2015; RANI, NAIR, 2016; BIANCHI, CERIOTTI, 1975).

A E. bulbosa € uma das poucas Iridaceae neotropicais com usos medicinais
conhecidos (GOLDBLATT, SNOW, 1991). Hanh e colaboradores (2018), relatam que
a E. bulbosa € amplamente utilizada pela medicina tradicional para tratar fadigas,
anemias, tosse e dor de garganta; além de ser utilizada pela medicina oriental, para
tratar insuficiéncia cardiaca, disturbios intestinais, cancer, infertilidade e doencas de
pele.

Pesquisas realizadas na Web of Science em maio de 2021 (palavras-chave:
Eleutherine bulbosa e sinonimias) revelam que a composi¢gdo quimica da espécie E.
bulbosa é bastante diversificada, visto que diferentes extratos (em etanol (EtOH),
acetato de etila (AcOEt) e metanol (MeOH)) apresentaram resultados positivos para
uma variedade de metabdlitos secundarios tais como: quinonas, naftalenos, taninos e
flavonoides (RANI, NAIR, 2016; HA et al., 2013; VALE et al., 2020).

A literatura relata ainda que os extratos obtidos da E. bulbosa manifestam uma
variedade de atividades bioldgicas, que estdo relacionadas principalmente a trés
grandes grupos de compostos naftalenos, antraquinonas e naftoquinonas; além de
outras substancias também relatadas (KAMARUDIN et al., 2020).

Segundo Vale et al. (2020), as naftoquinonas isoladas a partir do extrato
etandlico (EE) dos bulbos da E. bulbosa apresentam potencial antimalarico. Na
literatura € relatado ainda que o extrato etandlico dos bulbos da E. bulbosa
apresentam atividades anti-inflamatéria (HANH et al., 2018), anti-HIV (HARA et al.,
1997), antibacteriana (PADHI, PANDA, 2015), além do potencial anti-hipertensivo
(BAHTIAR, CHUMALA, 2018).

Shi e colaboradores (2019) relatam ainda que as flores da E. bulbosa
apresentam um potencial antioxidante maior que dos bulbos ou das folhas, assim
como o teor de flavonoides. Outro estudo realizado a partir do extrato diclorometanico
(DCM) relatam o potencial antifungico de algumas naftoquinonas (32 e 36)
encontradas nos bulbos da planta (ALVES, KLOOS, ZANI, 2003).

Investigagdes fitoquimicas anteriores a partir do extrato etandlico dos bulbos

da espécie E. bulbosa revelaram a presencga de ésteres de acidos graxos (1, 2 e 3),
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além da existéncia de outras classes de metabdlitos secundarios, tais como:
isoquinolina (4), xantona (5), diterpeno (6), cumarina (7), acidos fendlicos (8 e 9),
flavonois (10-13) e catequinas (14) (MUNAENI et al., 2019; KAMARUDIN et al., 2020).

Outros estudos realizados também com os bulbos da E. bulbosa obtiveram a
partir de seus extratos (EtOH, MeOH, DCM e hexano (Hex)) os naftalenos (15 - 29),
tetralonas (30), e alguns compostos quinolinicos como, naftoquinonas (31 - 39), e
antraquinonas (40 - 48), no qual é relatado a manifestagdo de varios potenciais
farmacologicos (SHI et al., 2019; VALE et al., 2020; HARA et al., 1997; GALLO et al.,
2010; HA et al., 2013; ALVES, KLOOS, ZANI, 2003; MAHABUSARAKAM et al.,2010).

O Quadro 1 (Pag. 31) apresenta as atividades bioldgicas relatadas para os
metabdlitos secundarios isolados e/ou identificados da espécie E. bulbosa (FIGURA
4, pag. 38). Foi observado a partir dessa revisdo que as atividades biolégicas mais
frequentes sdo antioxidante, antibacteriana e anti-inflamatoria, ao passo que, os
compostos mais relatados sao os naftalenos, naftoquinonas e as antraquinonas.

O levantamento bibliografico realizado na base de dados do Web of Science
mostrou a inexisténcia de publicacbes cientificas sobre o estudo fitoquimico e
farmacolégico da espécie Eleutherine bulbosa encontrada na regidao nordeste do
Brasil. Tendo em vista isso, o presente trabalho tem como objetivo avaliar a
composi¢gao quimica e o potencial farmacolégico do extrato etandlico dos bulbos das
palhas da espécie E. bulbosa nativa do estado do Piaui, contribuindo para o

enriquecimento dos estudos quimiotaxonémico da espécie.
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Quadro 1 - Substancias isoladas e/ou identificadas e atividades biolégicas dos bulbos da espécie Eleutherine bulbosa.

Antibactericida;

Hexadecanoato de etila Ester de EtOH antioxidante Munaeni et al., 2019,
acido graxo
Octadecanoato de etila Ester de EtOH Antimicrobiano Munaeni et al., 2019.
acido graxo
Hipocolesterolémico,
nematicida, antiartritico,
hepatoprotetor, anti-
Ester de androgénico, inibidor da 5-
Linolato de etila acido graxo EtOH alfa redutase, anti- Munaeni et al., 2019.
histaminico, anticoronario,
anti-eczémico, anti-acne
Antibactericida;
anticancer; anti-
Isoquinolina-1-carbonitrila Isoquinolina EtOH inflamatoria; Munaeni et al., 2019.
antidepressivo;
antimalarico, anti-HIV
Securixanthone E Xantona EtOH Antioxidante Munaeni et al., 2019.




Quadro1 — Continuagéo.
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Antioxidante; anti-

6 2(1H)-fenantrenona Diterperpeno EtOH inflamatdria Munaeni et al., 2019.
Antioxidante; Atividade
7 2H-1-benzopiran-2-ona Cumarina EtOH bacteriostatica e Munaeni et al., 2019.
antitumoral
8 Acido clorogénico Acido fendlico EtOH Antioxidante Kamarudin et al.,2020.
9 Acido galico Acido fendlico EtOH Antioxidante Kamarudin et al.,2020.
Flavonois
10 Miricetina EtOH Antioxidante Kamarudin et al.,2020.
11 Quercetina Flavonois EtOH Antioxidante Kamarudin et al.,2020.
12 Canferol Flavonois EtOH Antioxidante Kamarudin et al.,2020.
13 Rutina Flavonois EtOH Antioxidante Kamarudin et al.,2020.
14 Galato de epicatequina Catequina EtOH Antioxidante Kamarudin et al.,2020.
15 Eleucanarol Naftaleno Hex | = Mahabusarakam et

al., 2010.




Quadro1 — Continuagéo.

Antimicrobiano,
antifungico, antiviral,

anticancerigena,

Shi et al., 2019;
Vale et al., 2020;

1 Eleutherol Naftal EtOH
6 euthero ataieno © antioxidante, Mahabusarakam et
antiparasitaria, al.,2010.
Antimalarica
17 Isoeleutherol Naftaleno EtOH Anti-HIV Hara et al., 1997.
18 Isoeleutosideo C Naftaleno MeOH | - Gallo et al., 2010.
19 Eleutherinol Naftaleno MeOH | - Ha et al., 2013.
20 Eleutherinosideo A Naftaleno MeOH | - Ha et al., 2013.
21 Eleutosideo A Naftaleno MeOH | - Ha et al., 2013.
22 Eleutosideo B Naftaleno MeOH | - Ha et al., 2013.
23 Hongconina Naftaleno MeOH Anti-inflamatoria Ha et al., 2013.
(2S) Dihidroeleutherinol-8-
24 O-B-D-glicopiranosideo Naftaleno MeOH Anti-inflamatéria Ha et al., 2013.




Quadro1 — Continuagéo.

34

25 Dihidroeleutherinol Naftaleno MeOH | Ha et al., 2013.
26 Eleutosideo C Naftaleno MeOH | Ha et al., 2013.
27 Eleuterineosideo C Naftaleno MeOH | Ha et al., 2013.
28 Eleuterinosideo B Naftaleno MeOH | Ha et al., 2013.
29 Eleuterinosideo D Naftaleno MeOH | Ha et al., 2013.
30 | (R)-7-acetil-3,6-dihidroxi-8- Tetralona MeOH | - Ha et al., 2013.
metiltetraona
Antimicrobiano,
antifungico, antiviral, Shi et al., 2019;
31 Elecanacina Naftoquinona EtOH anticancerigena, Hara et al., 1997.
antioxidante,
antiparasitaria
Antimicrobiano,
antifungico, antiviral, Shi et al., 2019;
32 Eleutherinona Naftoquinona DCM anticancerigena, Alves, Kloos, Zani,
antioxidante, 2003.

antiparasitaria
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33 (R) -4-hidroxieleuterina Naftoquinona MeOH | - Gallo et al., 2010.
34 Eleuthona Naftoquinona MeOH | - Gallo et al., 2010.
Anti-inflamatoria,
antimicrobiano, Ha et al., 2013;
35 Eleuterina Naftoquinona MeOH/ antifungico, antiviral, Shi et al., 2019;
EtOH anticancerigena, Vale et al., 2020.
antioxidante,
antiparasitaria,
antimalarica
MeOH/ Anti-inflamatoria, efeito Ha et al., 2013;
36 Isoeleuterina Naftoquinona EtOH/ inibidor contra a Vale et al., 2020;
DCM replicacao do HIV, Alves, Kloos, Zani,
antimalarica 2003.
3,4-dihidro -9-hidroxi-1,3-
37 dimetil-1H-nafto [2,3-c] - Naftoquinona Hex Antibacteriana Mahabusarakam et

piran-5,10-diona

al.,2010.
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metilantraquinona-2-

carboxilico

38 Eleutinona A Naftoquinona Hex | = Mahabusarakam et
al.,2010
39 3-[2-(acetiloxi) propil] -2- Naftoquinona Hex Antibacteriana Mahabusarakam et
hidroxi-8-metoxi-1,4- al.,2010
naftoquinona
40 3,6,8 - trihidroxi -1-metil - Antraquinona MeOH | - Ha et al., 2013.
antraquinona
41 2 - acetil - 3,6,8 -trihidroxi- Antraquinona MeOH | - Ha et al., 2013.
1-metilantraquinona
Ester metilico de acido
4,8-dihidroxi-3-metoxi-1- . . :
42 iaroxi-s-metox| Antraquinona Hex Antibacteriana Mahabusarakam et
metilantraquinona-2-
al.,2010.
carboxilico
Ester metilico de acido 8-
hidroxi-3,4-dimetoxi-1- . Antibacteriana Mahabusarakam et
43 Antraquinona Hex

al.,2010.
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44 Eleutraquinona B Antraquinona Hex Antibacteriana Mahabusarakam et
al.,2010.
Ester metilico de acido
6,8-dihidroxi-3,4-dimetoxi- Mahabusarakam et
45 1-metilantraquinona-2- Antraquinona Hex | = al.,2010.
carboxilico
46 Eleutraquinona A Antraquinona Hex Antibacteriana Mahabusarakam et
al.,2010.
47 Eritrolacina Antraquinona Hex Antibacteriana Mahabusarakam et
al.,2010.
48 1,2-dihidroxi-8-metoxi-3- Antraquinona Hex Antibacteriana Mahabusarakam et

metilantraquinona

al.,2010.
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Figura 4 - Substancias isoladas e/ou identificadas dos bulbos da espécie E. bulbosa

Fonte: Adaptado de PubChem, 2021 e Altameme, Hameed, Abu-serag, 2015.
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Fonte: Adaptado de PubChem, 2021; Vale et al., 2020; Hara et al., 1997 e Mahabusarakam et
al.,2010
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Figura 4 - Continuagao

0
0
=
HO 0 0O
0 OH
LRGP o or
HO
OH
HO HO 30
29
~o o0 ~S0 o0
H
=
| o)
NN
0
0 0
31 : 32

35 R1=CH3, R2=H,R3=OCH3
36 R1 =H, Rz = CH3, R3 = OCH3 38
37 R1 CH3, R2=H,R3=OH

Fonte: Adaptado de Ha et al., 2013; Hara et al.,1997; Gallo et al., 2010; Alves, Kloos, Zani, 2003 e
Mahabusarakam et al.,2010



Figura 4 - Continuagao

42

~So0 o
OH
T8
o*
0
39
OH O 0

47
48

HO o
T
HO
OH

Glc

o) R
42 R1=OCH3, R2=OH,R3=H
43 R;=Rj,=O0CH;3 R3=H
44 R;=OH, R, = OCHs, Ry = OH
45 R1=R2=OCH3, R3=OH

OH @]
HO OH
0]
40 R=H
41 R = COCHj
~So0 0 0
O
46
OH
R4
R2

R1=H,R2=R3=OH, R4=CH3
R1 = OH, R2 = CH3, R3 = H, R4 =OCH3

HO o O
HO
OH

HO HO
Dsac

Fonte: Adaptado de Ha et al., 2013 e Mahabusarakam et al.,2010.




43

3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar a composicdo quimica e o potencial farmacolégico do extrato
etanolico dos bulbos e das palhas da espécie Eleutherine bulbosa (Miller) Urb.,

encontrada na microrregido do Baixo Parnaiba no Piaui.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Coletar o material vegetal (palhas e bulbos) de Eleutherine bulbosa, no
municipio de Joaquim Pires - PI;

e Realizar a exsicata para a identificagdo e registro da espécie vegetal no
Herbario Delta do Parnaiba (HDELTA) da Universidade Federal do Delta do
Parnaiba (UFDPar) - Campus Ministro Reis Velloso;

e Preparar o extrato etandlico das palhas (EEP) e dos bulbos (EEB) da espécie
E. bulbosa;

¢ Analisar qualitativamente o perfil fitoquimico dos EEP e EEB de E. bulbosa;

e Avaliar o potencial antioxidante dos EEP;

¢ Realizar ensaios para a quantificagao do teor de flavonoides totais dos EEP e
EEB de E. bulbosa;

e Avaliar a toxidade (DLso) dos EEP e EEB de E. bulbosa frente a Artemia salina.
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4 METODOLOGIA

4.1 TIPO DA PESQUISA

O presente trabalho é classificado como experimental e bibliografico, tendo em
vista as etapas que serdo realizadas durante o seu desenvolvimento. A pesquisa
experimental caracteriza-se por verificar diferentes variaveis relacionadas com o
objeto de estudo, além de definir as formas de controle e de observagao para analisar
os efeitos que as variaveis produzem no fato estudado (GIL, 2008).

A pesquisa bibliografica segundo Marconi e Lakatos (2007), tem como objetivo
realizar um estudo mais aprofundado sobre tematica, de modo que, o pesquisador
tera contato direto com os materiais que ja foram elaborados, fazendo com que tenha

um conhecimento maior do assunto estudado.

4.2 COLETA DA ESPECIE

O material vegetal foi coletado na microrregido do Baixo Parnaiba no
municipio de Joaquim Pires — Pl, onde os bulbos foram coletados no més de
novembro e as palhas no més de maio. Apods a coleta, foi realizada a exsicata da
espécie para a identificagéo e registro no herbario da Universidade Federal do Delta
do Parnaiba (UFDPar) — Campus Ministro Reis Velloso.

4.3 PROCEDIMENTO DA PESQUISA

4.3.1 Preparagao dos extratos

ApoOs a coleta e identificagao taxondmica, as palhas e os bulbos de E. bulbosa
foram separados e secos em estufa a temperatura de 45 °C, até estarem com um
peso constante. Posteriormente, o material vegetal foi triturado em um liquidificador e
submetido a extragdo com etanol a temperatura ambiente. As extracbes foram
realizadas sucessivamente, por trés vezes consecutivas. Cada extracdo tinha a
duracdo de quatro dias e durante esse periodo, os frascos extratores foram
submetidos a banho de ultrassom. Apds a extragao, o solvente organico foi removido

com auxilio de um evaporador rotativo a pressao reduzida, de forma a obter o extrato
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etandlico das palhas (EEP) e o extrato etandlico dos bulbos (EEB). O rendimento dos

extratos foi calculado a partir da Equacéo 1.

Equacao 1- Rendimento do extrato.

massa do extrato

Rendimento (%) = - x 100%
massa do material vegetal seco

4.3.2 Cromatografia em Camada Delgada (CCD)

Aliquotas dos extratos etanolicos (EEP e EEB) de E. bulbosa foram dissolvidas
em metanol e submetidas ao método cromatografico em cromatoplacas de aluminio
com silica da Macherey-Nagel (MN) com indicador de fluorescéncia. Os eluentes
cloroféormio/metanol (9:1), hexano/acetato de etila (8:2), e cloroférmio/metanol/agua
(65:30:5) foram utilizados como fase movel. Apds a eluicéo, as placas foram expostas
a luz UV (A 254 e 365 nm) para observagao do aparecimento de fluorescéncia e em

seguida, reveladas com solucao de sulfato cérico Ce(SOa)2.

4.3.3 Testes fitoquimicos para metabdlitos secundarios

Os seguintes testes fitoquimicos foram realizados segundo a metodologia
descrita por Matos (2009), Kloss et al., (2016) e Saraiva et al. (2018).

4.3.3.1 Preparo das solu¢des das amostras

Os extratos etandlicos — EEP e EEB (500 mg) foram dissolvidos em 50 mL da
mistura EtOH/H20 (8:2). Os testes foram realizados para cada extrato
individualmente, conforme descrito a seguir. Para a realizagao dos testes foram

utilizados 3 mL da solugao hidroalcodlica.

4.3.3.2 Testes para fendis e taninos

Em um tubo de ensaio, contendo a solugao hidroalcodlica do extrato, foram
adicionadas trés gotas de solugao alcodlica de cloreto férrico FeCls, apds agitacao,

observou-se a possivel alteragdo na coloracdo da solugdo. Uma variacdo de cor
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entre o azul e vermelho é indicativo da presenca de fendis, quando o teste branco
for negativo. A formagdo de um precipitado escuro de tonalidade azul indica a
presenca de taninos pirogalicos (taninos hidrolisaveis) e verde, a presenga de taninos
flobaténicos (taninoscondensados ou catéquicos).

4.3.3.3 Testes para antocianinas, antocianidinas e flavonoides

O teste foi realizado em trés tubos de ensaio contendo a solugéo hidroalcodlica
do extrato, com controle do pH da solucdo. Em um tubo de ensaio, a solucio foi
acidificada com HCI (1 mol.L™") a pH 3, no outro, alcalinizada como NaOH (10%) a pH
8,5 e no terceiro, a solugéo foi alcalinizada com NaOH (10%) a pH 11. As coloragbes
das amostras foram analisadas de acordo com a Tabela 3.

Tabela 3 - Analise da coloracdo para o teste de antocianinas, antocianidinas e
flavonoides

Coloragao da solugao
Constituintes

pH=3 pH=8,5 pH =11
Antocianinas e Vermelho Lilas Azul- purpura
antocianidinas
Flavonas, flavonois _ _ Amarela
e xantonas
Chalconas e Vermelho _ Vermelho-purpura
auronas
Flavanonois - - Vermelho-laranja

Fonte: Adaptado de Matos (2009).

4.3.3.4 Testes para leucoantocianidinas, catequinas e flavonas

Em dois tubos de ensaio contendo a solucdo hidroalcodlica do extrato, foi
acidificado o primeiro, por adigdo de HCI (1 mol.L") até pH 1-3, e o segundo foi
alcalinizado com NaOH até pH 11. Os tubos foram aquecidos em banho-maria
durante 2-3 minutos. O aparecimento ou intensificagao da cor, por comparagao com
os tubos correspondentes no teste anterior, indica a presenca dos constituintes

especificados na Tabela 4 (Pag. 47).
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Tabela 4 - Analise da coloragao para o teste de leucoantocianidinas, catequinas e
flavanonas.

Coloragao da solugao
Constituintes
pH = 1-3 pH =11
Leucoantocianidinas Vermelho
Catequinas Pardo-amarelada
(taninos catéquicos)
Flavanonas Vermelho-laranja

Fonte: Adaptado de Matos (2009).

4.3.3.5 Teste para flavonois, flavanonas, flavononois e xantonas

Em um tubo de ensaio contendo a solucdo hidroalcodlica do extrato, foi
adicionada uma fita de magnésio e 0,5 mL de HCI concentrado. Apds o término da
reacao, indicado pelo fim da efervescéncia, observou-se a coloragido resultante. O
aparecimento ou intensificacdo da coloragao vermelha é indicativo da presenca de

flavonois, flavanonas, flavanonois e/ou xantonas, livres ou seus heterosideos.

4.3.3.6 Teste confirmatorio para leucoantocianidinas

A solugéao hidroalcodlica do extrato (3 mL) foi colocada em banho-maria até a
completa evaporacao do solvente, em seguida, foram adicionados 5 mL de alcool
etilico e 3 gotas de HCI concentrado, o material foi transferido para um tubo de ensaio
e aquecido em banho-maria até a ebuligho. Observou-se o0 possivel

desenvolvimentode coloragdo na amostra aquecida.

4.3.3.7 Teste confirmatdrio para diidroflavonois — Ensaio de Pacheco

A solugéo hidroalcodlica (5 mL) dos extratos foi seca em banho-maria. Alguns
cristais de acetato de sddio foram adicionados ao residuo seco, 0,5 mL de anidrido
aceético e 0,5 mL de HCI concentrado. O possivel desenvolvimento de coloragao foi

observado, apés a adi¢cao dos reagentes.

4.3.3.8 Teste para esteroides e triterpenos — (Lieberman-Burchard)

Adicionaram-se 10 mL do extrato hidroalcodlico do extrato em um béquer, em
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seguida, o mesmo foi seco em banho-maria a 60°C, o residuo seco foi extraido com
2 mL de cloroférmio. A solugéo cloroférmica foi filtrada, em seguida adicionados
alguns cristais de sulfato de sédio anidro (Na2S0O4) e 1 mL de anidrido acético, e
agitou-se cuidadosamente. Apds agitacado, foram adicionadas trés gotas de HCI
concentrado, em seguida, agitou-se suavemente e observou-se o desenvolvimento
de cores. A coloragao azul seguida de verde permanente € indicativa da presenga
de esteroides livres. A coloracdo parda até vermelha € indicativa de triterpenoides

pentaciclicos livres.

4.3.3.9 Teste para heterosideos saponinicos

O residuo insoluvel em cloroféormio (item anterior) foi redissolvido com 10 mL
de agua destilada. A solugéo filtrada foi colocada em um tubo de ensaio, apos agitagao
vigorosa, durante 3 minutos, observou-se a formagdo de espuma. A espuma

persistente e abundante indica a presenca de saponinas (heterosideos saponinicos).

4.3.3.10 Teste para alcaloides

A solugao hidroalcodlica (20 mL) foi seca em banho-maria a 70°C. O residuo
foi dissolvido em 1 mL de alcool etilico e acrescido de 20 mL de acido cloridrico a
0,1 mol.L-', 1 mL dessa solugéo foi dissolvida com HCI e transferida para dois tubos
de ensaio, apos a adigdo de 2 gotas do reagente de Mayer (tetraiodeto mercurio de
potassio) e 2 gotas do reagente de Dragendorff (tetraiodeto bismuto de potassio), uma

possivel formacao de precipitado ou turvacdo das amostras foi observada.

4.3.3.11 Teste para alcaloides e cumarinas

Estes testes seguiram a metodologia adaptada de Kloss et al., (2016), onde
primeiramente para o ensaio de alcaloides, preparou-se o reagente de Wagner, com
a metodologia de DiVerdi (2019), na qual dissolveu-se 2 g de iodo ressublimado e 6 g
de lodeto de Potassio em 100 mL de agua destilada. Para realizar o ensaio utilizaram-
se 2,0 mL da solugao hidroalcodlica do extrato etandlico, sendo adicionados 2,0 mL

de acido cloridrico (10%), e posterior aquecimento durante 10 minutos. Apds o
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resfriamento, o extrato foi dividido em dois tubos de ensaios e colocaram-se oito gotas,
utilizando pipeta de Pasteur, dos seguintes reativos:

Tubo 1 - Reativo de Dragendorff: observou-se a possivel formagao de
precipitado de coloragéo laranja a vermelho;

Tubo 2 - Reativo de Wagner: observou-se a possivel formagao de precipitado
de coloragao alaranja.

Para o ensaio de detecgdo de cumarinas, em um béquer adicionaram-se 2,00
mL da solugéo hidroacodlica, vedou-se o béquer com papel de filtro impregnado em
solugdo 10% de NaOH e aqueceu-se em banho maria a 100°C por 10 minutos.
Removeu-se o papel-filtro e examinou-se sob luz ultravioleta nos comprimentos de
onda de 254 e 365 nm. A fluorescéncia amarela ou verde indica a presenca de

cumarinas.

4.3.3.12 Teste para quinonas

O teste para quinonas seguiu a metodologia adaptada de Saraiva et al.,
(2018) e Matos (2009).

Os extratos entandlicos (10 mg) foram dissolvidos em 2 mL de metanol. Apos
isso, foram acrescidos 5,0 mL de cloroformio com agitagdo. Em seguida, adicionou-
se 1,0 mL da solugdo de NaOH a 5% e agitou-se novamente a mistura.
Posteriormente, a mistura foi mantida em repouso por 15 minutos, para que as fases
fossem formadas. O aparecimento da coloragdo roxa ou vermelha na camada

aquosa alcalina indica a presenga de quinonas.

4.3.4 Avaliacao da atividade antioxidante pelo ensaio do DPPH -

A atividade antioxidante do extrato etandlico das palhas de E. bulbosa foi
determinada pelo ensaio do radical livre DPPH- (2,2-difenil-1-picril-hidrazila), em que
€ observado o consumo desse radical pela amostra testada em diferentes
concentracdes através da medida do decréscimo da absorbancia. Estas medidas
foram realizadas em espectrofotémetro UV-Vis, no comprimento de onda de 516 nm.
A equagao da curva de calibragdo do DPPH: utilizada foi C = 35,846A — 0,230, onde

C corresponde a concentracado de DPPH: no meio, A é a absorbancia medida no
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comprimento de onda de 516 nm e o coeficiente de correlagdo R = 0,9997 (SOUSA et
al., 2007).

4.3.4.1 Leitura das medidas de absorbancia das amostras

Preparou-se uma solucao estoque do extrato etandlico - EEP em metanol na
concentragdo de 250 pg.mL'. Esta solugdo foi diluida em metanol nas
concentragdes de 200, 150, 100, 50 e 25 pg.mL™". As medidas da absorbancia das
misturas reacionais (0,3 mL da solu¢gdo da amostra e 2,7 mL da solugao estoque de
DPPH-) foram feitas a 516 nm, no 1°, 5°, 10°, 20° e 30° minutos. A mistura de metanol
(2,7 mL) e solugdo metandlica da amostra (0,3 mL) foi utilizada como branco
(SOUSA et al., 2007). A rutina e o BHT (butil-hidroxi-tolueno) foram utilizados como
controles positivos e avaliados nas mesmas concentracdes.

O valor da absorbancia na concentragdo de 250 pug.mL"' no tempo de 30
minutos foi convertido em porcentagem de atividade antioxidante (%AA), de acordo

com a Equagéao 2:

Equacao 2 — Percentual de atividade antioxidante (%AA)

AbSDPPH - (Absamostra - Absbranco)

%AA =
Abspppy

Onde:
AbspprpH' = Absorbancia inicial da solugdo metandlica de DPPH: (40 pug.mL-")
Absamostra = Absorbancia da mistura reacional (DPPH- + amostra)

Abspranco = Absorbancia do branco (MeOH + amostra).

4.3.5 Teor de flavonoides totais (FLAT)

O teor de flavonoides totais (FLAT) do EEP e EEB de E. bulbosa foi
determinado por espectrofotometria de absorcdo molecular utilizando uma solugao
metandlica de cloreto de aluminio (AICl3), segundo a metodologia Pozzi (2007) com
modificagdes.
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4.3.5.1 Construcao da curva de calibragao

Foi preparada uma solugéo padrao de rutinaa 1000 mg.L™", dissolvendo-se 0,1
g de rutina em 100 mL de metanol/agua (7:3). As diluigdes para a construgéo da curva
de calibragéo foram preparadas nas concentragdes de 2,5-20 mg.L" (2,5; 5; 7,5; 10;
12,5; 15; 17,5; 20 mg.L"). Foi preparada ainda uma solugdo metandlica padrao
dissolvendo 1,25 g de AICIzem 25 mL de metanol (AICI3 5%).

4.3.5.2 Determinagao do teor de flavonoides totais

Inicialmente, a solugdo-mée foi preparada dissolvendo 10 mg do extrato
etanolico em 10 mL de metanol para obter a concentragdo de 1000 ug.mL'. Uma
aliquota de 500 uL desta solugao foi transferida para baldes volumétricos de 10 mL e
acrescido 500 pyL do reagente AICI3 5%. Em seguida, a solugdo teve seu volume
acertado para 10 mL com metanol. Os testes foram feitos em ftriplicata e o controle
negativo foi constituido por 500 yL da solugdo-mae e 10 mL de metanol. Apos 30
minutos, a absorbancia das amostras foi medida em espectrofotobmetro a 420 nm. O
teor de flavonoides totais (FLAT) foi determinado usando a curva analitica de rutina
na faixa de 2,5-20 mg.L™", os valores foram expressos em miligramas de equivalente

de rutina por grama de extrato (mg de ER/g de amostra), a partir da Equacgao 3:

Equagao 3- Determinagao do teor de flavonoides totais.
A =0,0375C —0,0301

Onde:
A = absorbancia
C = concentragao, com coeficiente de correlagao linear r = 0,9951

4.3.6 Ensaio de toxidade frente a Artemia salina

Como meio de eclosao e cultivo dos nauplios, foi utilizada a agua do mar

coletada no municipio de Luis Correia -Pl. Os cistos de Artemia salina foram colocados
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em aquario com agua do mar para eclodir por 24 h sob aeragao continua e auséncia
de luz.

O ensaio de toxicidade frente a A. salina foi realizado conforme a metodologia
de McLaughlin et al. (1991) com modificagdes. Foram preparadas solugbes estoque
em metanol na concentragdo de 10000 ug.mL" dos extratos (EEP e EEB) de E.
bulbosa. A partir da solucdo estoque, aliquotas foram transferidas para tubos de
ensaio de 30 mL para obtencéo de solugdes nas concentragdes finais de 100, 120,
140, 160, 180, 200, 500, 800, 1100, 1400, 1700 e 2000 pg.mL-".

Apos completa evaporacdo do metanol a temperatura ambiente, foram
adicionados em cada tubo 0,1 mL de dimetilsulféxido (DMSQO) e 5 mL de agua do mar
para solubilizagdo das amostras. Em seguida, apos a eclos&o dos ovos, 10 larvas de
A. salina foram transferidas para os tubos de ensaio contendo as amostras e os
controles, sendo o volume final (10 mL) completado com agua do mar.

As larvas ficaram expostas as solugdes das amostras por 24 horas. Os testes
foram feitos em triplicata para cada concentragdo da amostra e o controle negativo foi
constituido por 0,1 mL de DMSO, 10 mL de agua do mar e as larvas. Apds 24 horas
de exposigao, foi realizada a contagem dos nauplios vivos e mortos em placas de
Petri, sendo considerados vivos todos aqueles que apresentavam qualquer tipo de
movimento quando observados préximo a uma fonte luminosa. Sé foram considerados

validos os testes nos quais o controle ndo apresentou mortalidade

4.4 TRATAMENTO DOS DADOS

Devido as analises fitoquimicas serem baseadas nas observagdes de
mudancas de coloracdo, formacao de precipitado, formacdo de espuma e absorcéo
de fluorescéncia no UV, os resultados obtidos foram considerados de natureza
qualitativa. Dessa forma, para os testes considerados negativos utilizou-se o simbolo
(-), a presencga fraca ou tragcos por (+), presengca moderada (++) e a presenca
abundante por (+++).

O teor de flavonoides totais e o potencial antioxidante, bem como o ensaio de
toxidade foram realizados em triplicata e os dados obtidos, tratados quantitativamente,
utilizando o software Excell. Para o ensaio de toxidade os resultados foram
submetidos a tratamento estatistico utilizando o método Probitos, o qual forneceu o

valor da DLso (Concentrag&o do extrato que tem 50% de toxicidade).
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

Esta secao discorre sobre os dados observados ao longo do trabalho e da
discussao dos resultados obtidos, sendo estes apresentados na ordem descrita na

metodologia.

5.1 COLETA E IDENTIFICACAO DO MATERIAL VEGETAL

A espécie Eleutherine bulbosa foi coletada no municipio de Joaquim Pires — PI
(3°30'00.2"S, 42°11'31.4"W) (FIGURA 5), em seguida o material vegetal foi levado ao
Laboratério de Produtos Naturais e Biotransformacgao do IFPI — Campus Parnaiba
para o preparo da exsicata. Posteriormente, a exsicata foi identificada e registrada no
Herbario Delta do Parnaiba (HDELTA) da Universidade Federal do Delta do Parnaiba
(UFDPar) - Campus Ministro Reis Velloso, sob niumero de tombo cientifico HDELTA
6977.

Figura 5 - Local de coleta da espécie via satélite.

2CailN agua
Porwtcf\__g uil

.,y .

2EranciscajTrin b
BERE S “0ciR Dep! rone

e
ancisca Trindade

et - G Y
Fonte: Google Maps (2021).



54

Segundo Verdam e Da Silva (2020), os nhomes populares das plantas variam
de acordo com a regido em que é encontrada, de modo que um mesmo nome pode
indicar diversas espécies diferentes, com constituintes quimicos, atividades biolégicas
e dados toxicologicos distintos ou até mesmo desconhecidos. Dessa forma, os
estudos com plantas devem ser iniciados pela etapa de identificacdo botanica,
garantindo a seguridade e fidelidade dos resultados, bem como o controle de

qualidade farmacognéstica de plantas medicinais (FELIX-SILVA et al., 2012).

5.2 RENDIMENTO DOS EXTRATOS

As massas das palhas e dos bulbos e os respectivos rendimentos dos extratos

etanolicos (EEP e EEB) de E. bulbosa, podem ser verificados na Tabela 5.

Tabela 5 - Rendimento do EEP e EEB de Eleutherine bulbosa

EEP EEB
Massa do material vegetal seco 46,22 g 127,65 g
Massa do extrato 991g¢g 12,87 g
Rendimento (%) 21,44 % 10,08 %

Fonte: Autoria propria (2021).

Neste trabalho, observou-se que o EEP apresentou um rendimento superior ao
do EEB, com uma diferenga de 11,36 %, relacionada a grande quantidade de clorofila
presente nas palhas. A clorofila € um pigmento de coloragdo verde que pode ser
facilmente extraido das palhas (ou folhas) em presengca de um solvente com
caracteristicas polares (ROCHA; ROYO, 2016). A coloragao verde no EEP confirma a
extracado deste pigmento.

A escolha do etanol (EtOH) como solvente para as extragdes foi realizada com
base em algumas de suas caracteristicas, como o fato ser um solvente de baixa
toxidade e biodegradavel, e principalmente em virtude de ser uma molécula de carater
anfifilico, podendo extrair tanto compostos polares como apolares, resultando em
extragdes com taxas de perdas minimas (TANAMATI et al., 2010; OLIVEIRA et al.,
2016).

O EEB exibiu um rendimento superior comparado ao rendimento relatado por

Galucio (2014) de 8,65% utilizando o mesmo solvente e parte da planta para a
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extracdo. Essa diferenca pode estar relacionada a diversos fatores como: época de
coleta, idade e desenvolvimento da planta, exposicao a radiagao ultravioleta, altitude,
dentre outras variaveis ambientais, todos estes fatores podem influenciar ndo sé a
quantidade total de metabdlitos produzidos, mas também nas proporgdes destes
compostos na mistura (GOBBO-NETO, LOPES, 2007).

5.3 CROMATOGRAFIA EM CAMADA DELGADA (CCD)

A Cromatografia em Camada Delgada (CCD) é destinada a caracterizagao
preliminar dos extratos por meio da determinagao qualitativa do perfil cromatografico,
onde a cor, 0 numero € a posi¢ao dos pontos na placa séo registrados apés a analise
em varios sistemas de eluentes, associados aos reveladores especificos. A partir
dessas avaliacbes, é possivel identificar as classes de compostos presentes nos
extratos analisados para permitir, posteriormente, a correlacdo com os resultados
obtidos nos ensaios de atividades biolégicas (RODRIGUES; SOUZA FILHO;
FERREIRA, 2009).

Neste teste, a placa eluida em Hex/AcOEt (8:2), sugeriu a presenca de
metabdlitos de média polaridade. Apds a elui¢cado da placa, a mesma foi exposta a luz
UV nos comprimentos de onda em A 254 e 365 nm, no entanto, em 365 nm, foi possivel
visualizar a presenca de fluorescéncia vermelho alaranjada, azul e amarela (FIGURA
6-B).

Figura 6 - Perfil cromatografico, em Hex/AcOET (8:2), do EEP e EEB. (A) Apds a
eluicdo; (B) Apos revelagao fisica (UV 365 nm); (C) Apds revelagdo quimica em
Ce(S0a4)2.
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Fonte: Autoria propria (2021).
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A observagéao da placa, em luz UV a 365 nm (FIGURA 6-B, pag. 55), permitiu
a visualizagao de manchas fluorescentes com coloragao vermelho-alaranjada no EEP,
segundo Marinho et al. (2018), estas manchas correspondem, possivelmente, a
pigmentos vegetais, como a clorofila. As manchas de coloracdo verde no EEP antes
da exposigcao aos reveladores (FIGURA 6-A, pag. 55) confirmam a presencga deste
pigmento. Ja a cor amarela-fluorescente apresentada no EEB sob luz UV (A 365 nm)
pode ser caracteristica da presenca de compostos derivados do antraceno
(WAGNER; BLADT, 1996). Ainda segundo Wagner e Bladt (1996), o aparecimento da
cor azul-fluorescente observada no EEB sob luz UV pode ser caracteristica da
presenca de cumarinas.

ApOs a revelagdo quimica da cromatoplaca em Ce(SOa4)2 (FIGURA 6-C, pag.
55), observou-se, em ambos os extratos, a presenga da cor roxa, caracteristica de
compostos terpénicos, e da coloragao amarela no EEB caracteristica de compostos

fendlicos, especialmente flavonoides (CHAVES, 1997).

5.4 TESTES FITOQUIMICOS PARA METABOLITOS SECUNDARIOS

A triagem fitoquimica realizada a partir da solugao hidroalcodlica dos extratos
etandlicos das palhas (EEP) e bulbos (EEB) de E. bulbosa seguiram o método de
Matos (2009), no qual foram selecionados nove testes para a analise qualitativa de
diferentes classes de metabdlitos secundarios, além do teste para quinonas no qual
utilizou-se a metodologia adaptada de Saraiva et al. (2018) e Matos (2009). Ademais
o método estabelecido por Kloss et al. (2016) foi utilizado para analisar a presenga de
alcaloides e cumarinas.

Durante as analises fitoquimicas, observou-se que os metabdlitos secundarios
presentes em ambos os extratos de E.bulbosa foram taninos condensados,
leucoantocianidinas, flavanonas, quinonas, cumarinas, heterosideos saponinicos e
alcaloides. Os resultados obtidos para o EEP foram de dificil interpretagao, devido a
sua coloracdo escura, causada pela presenca da clorofila, 0 que pode ocasionar o
mascaramento das cores. No entanto, pdde-se determinar com clareza a presenca
predominantemente de esteroides livres e cumarinas em relagdo aos bulbos. Ja as
chalconas, auronas, triterpenos pentacicicos e quinonas apresentaram-se em maior

evidéncia nos bulbos, conforme apresenta o Quadro 2 (Pag. 57).



Quadro 2 - Composicao fitoquimica do EEP e EEB da espécie E.bulbosa.
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Classe Metabdlito Palha Bulbo
Fenois - -
Taninos Hidrolisaveis ou
pirogalicos - -
Taninos Condensados ou
catéquicos +++ +++
Antocianinas e

Antocianidinas - -

Compostos Flavonas - -

Fendlicos Flavonois e Xantonas - -
Chalconas e auronas - +++
Leucoantocianidinas +++ ++

Flavanonas + ++

Diidroflavonois - -

Cumarinas +++ +
Quinonas + +++

Esteroides livres +++

Terpenos Triterpenos pentaciclicos - +++
Heterosideos saponinicos ++ +++
Alcaloides Alcaloides ++ +++

Fonte: Autoria propria (2021).

Para os testes a seguir, o primeiro tubo (posicionado ao lado esquerdo) contém

a solugado hidroalcodlica (padrao) e o segundo tubo (posicionado ao lado direito) a

solugao obtida logo apds os procedimentos experimentais.

5.4.1 Taninos

Os taninos pertencem a um grupo de compostos polifendlicos de ocorréncia

natural em plantas, sdo substancias hidrossoluveis de peso molecular elevado.

Dependendo da estrutura quimica, os taninos séo classificados em dois grupos:

hidrolisados e condensados. Os taninos hidrolisaveis (galotaninos) sdo caracterizados

pela presenga de um polialcool central, geralmente B-D-glicose, cuja as fungdes
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hidroxiladas sao esterificadas com os acidos fendlicos, como o acido galico. Ja os
taninos condensados (proantocianidinas) sdo polimeros formados pela condensagao
de flavan-3-ol e flavan-3,4-diol (FIGURA 7) (MONTEIRO et al., 2005; SIMOES et al.,
2007).

Figura 7 - Férmula estrutural de um tanino hidrolisavel e de um tanino condensado.

Tanino Hidrolisavel Tanino Condesado

Fonte: Adaptado de Silva (2018).
Neste teste, foi identificada a presenca de taninos condensados em ambos os

extratos (EEP e EEB), a partir da coloragéo esverdeada (FIGURA 8). O resultado
obtido para o EEP foi de dificil interpretacéo, devido a sua coloragao escura causada
pela presenca da clorofila, o que dificultou a leitura do resultado para as palhas.

Apesar disso, foi possivel observar a intensificagao da coloragao verde.

Figura 8 - Resultado qualitativo obtido no teste para fendis e taninos. A coloragao
verde pode ser observada em ambos os extratos. Em (A) EEP e (B) EEB.

A 1. , B

Fonte: Autoria propria (2021).
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Esse método se baseia na reducéo do Fe?*, pois os compostos fendlicos, como
os taninos, tém a capacidade de reduzir o Fe3* em Fe?*, formando um complexo
colorido resultante do Fe?* (TEXEIRA, RODRIGUES, SANTOS, 2016). O Fe?* é
fortemente estabilizado por ligantes polifenois, mas € oxidado rapidamente na
presenca de oxigénio para formar complexos (ferro-polifenois), fendbmeno comumente
conhecido como autoxidagdo. Os polifenois vegetais se quelam com os ions Fe3* de

forma esférica, como pode ser observado na Figura 9 (SAIF, TAHIR, CHEN, 2016).

Figura 9 - Proposta de reagdo de complexagao do ferro na caracterizagdo de um
tanino condensado (complexo ferro-polifenol).
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Fonte: Adaptado de Saif, Tahir e Chen, (2016).

5.4.2 Antocianinas, antocianidinas e flavonoides

Os flavonoides compdem uma das principais classes de compostos fendlicos.
A férmula estrutural basica destes compostos consiste em 15 carbonos, normalmente,
distribuidos em dois anéis aromaticos (A e B) que estao interligados a uma estrutura
heterociclica central, o pirano (anel C) (FIGURA 10, pag. 60). Por apresentarem mais

de um anel aromatico hidroxilado, os flavonoides sdao comumente referidos como
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polifenois (NEVES, 2015; DALLORSOLETA, 2019). Cheynier (2005), relata que
dependendo do estado de oxidacdo da cadeia heterociclica do pirano, tém-se
diferentes grupos de flavonoides. Algumas dessas classes podem ser observadas na

Figura 10, logo abaixo.

Figura 10 - Férmula estrutural basica dos flavonoides e algumas das principais
classes.

oy on

OH O

Flavanonas

OH O

Chalconas Auronas

Fonte: Adaptado de Dallorsoleta, (2019).

Neste teste qualitativo de controle de pH, o aparecimento de diversas cores
pode indicar a presenga de alguns compostos, tais como: antocianina, antocianidina
e flavonoides. O aparecimento da coloragdo vermelho-purpura no EEB ao ser
alcalinizado com NaOH 10% a pH 11 indicou a presenca de chalconas e auronas
(FIGURA 11-A, pag. 61), a coloracdo amarelada no EEB ao ser acidificada a pH 3
também sugere a presenga dessa classe de substancias (FIGURA 11-B, pag. 61).
Neste teste nao foi possivel observar com clareza as variagdes de cor do EEP devido

a coloracao verde intensa decorrente a presenca da clorofila.
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Figura 11 - Resultado colorimétrico obtido no teste para antocianinas, antocianidinas
e flavonoides. Em (A) EEB em pH 11; (B) EEB em pH 3.

A B

Fonte: Autoria propria (2021).

O aparecimento de cor em pigmentos vegetais esta relacionado a sua estrutura
quimica, podendo sofrer alteragdes de acordo com a variacdo de pH. As chalconas
s&o precursoras dos flavonoides e uma de suas caracteristicas marcantes (também
observada nas auronas) €& apresentar uma coloragdo amarela que passa para
vermelho em meio basico. Essa mudanca de coloragdo pode ser claramente
observada no EEB (FIGURA 11). As chalconas podem sofrer hidrélise alcalina e
serem, entdo, isomerizadas a flavanonas, produzindo uma coloragdo vermelha
(SIMOES et al., 2007; DEWICK, 2009). Porém, Magalhaes (2006), relata ainda que

essa isomerizagao também pode ocorrer em meio acido (FIGURA 12).

Figura 12 - Isomerizagdo da chalcona originado a flavanona.
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Fonte: Adaptado de Magalhaes, (2006).
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Segundo Ferreira et al. (2018), as chalconas sao alvo de grande interesse
quimico-farmacoldgico especialmente devido a sua estrutura relativamente simples e
a vasta gama de atividades farmacologicas que apresentam, das quais podem se
destacar as atividades antioxidante, anti-inflamatoria, anticonceptiva e

anticonvulsivante.

5.4.3 Flavanonas

As flavanonas representam um pequeno grupo de compostos derivados dos
flavonoides, sdo caracterizadas pela presenca de uma cadeia com trés carbonos
saturados e um oxigénio no C4, sendo normalmente glicosiladas por um dissacarideo
na posigao C7. Estas se diferenciam das flavonas pela auséncia da ligagao dupla entre
os carbonos C2 e C3 do anel pirano. A férmula estrutural das flavanonas pode ser
observada na Figura 10 (D'ARCHIVIO et al., 2007; FLORENTINO, 2018).

No presente teste foi observada a intensificagcdo da coloracdo avermelhada em
ambos os extratos (FIGURA 13) ao serem alcalinizados a pH 11 e colocados sob
aquecimento, indicando um resultado positivo para flavanonas. Neste teste nio foi
possivel visualizar uma mudanga significativa da cor apés o aquecimento das
solugdes acidificadas, sugerindo a auséncia de catequinas e leucoantocianidinas.
Segundo Matos (2009), em uma mistura com mais de um constituinte reativo, a

presenca de uma substancia pode mascarar a coloracdo indicativa da outra classe.

Figura 13 - Resultado colorimétrico obtido no teste para leucoantocianidinas,
catequinas e flavanonas. Em (A) EEP; (B) EEB.

Fonte: Autoria prépria (2021).
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Devido a parte glicosilada das flavanonas estas podem sofrer hidrélises alcalina
e acida, facilitando a identificagdo de nucleos flavonicos. Nesse processo o
aquecimento da amostra ocasiona a hidrolise de flavonoides O-heterosideos, o que
favorece o isolamento da genina flavénica (SIMOES et al., 2007).

Sousa et al., (2005 apud OLIVEIRA, 2019, p. 49) relatou em seu trabalho a
existéncia de flavanonas nos extratos hidroalcodlicos de E. bulbosa. As flavanonas
podem desempenhar algumas propriedades benéficas a saude, como as atividades
antioxidante, hipolipidémicas, anti-hipertensivas, anti-inflamatérias e antidiabéticas
(SILVEIRA, 2014).

5.4.4 Leucoantocianidinas

As leucoantocianidinas pertencem a familia dos polifenocis naturais
pertencentes a classe dos flavonoides (FIGURA 14), sua formagao ocorre por meio
da reducéo de diidroflavonois, originado estruturas intermediarias que podem produzir
outros metabdlitos, tais como catequinas, protoantocianidinas e antocianinas. A
principal caracteristica das leucoantocianidinas € a sua acao antioxidante
hidrossoluvel que chega a ser superior a vitamina E, esse potencial antioxidante esta
relacionado ao fato de estabilizarem qualquer espécie de radical livre (FERNANDES
et al.,2013; SIMOES et al., 2007).

Figura 14 - Férmula estrutural basica das leucoantocianidinas.

44
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Fonte: Adaptado de Pozzi, (2007).

O teste do item anterior (5.4.3) sugeriu a auséncia de leucoantocianidinas no
extrato etandlico de Eleutherine bulbosa. No entanto, o teste confirmatério para essa
classe de substéncia evidencia um resultado positivo para a presenca deste
metabodlito em ambos os extratos, entretanto, para o EEP observou-se o

desenvolvimento de uma cor verde escura (FIGURA 15-A, pag. 64), enquanto que
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para EEB evidenciou-se uma coloragao alaranjada (FIGURA 15-B). Segundo a
metodologia de Matos (2009), a presencga de leucoantocianidinas € confirmada pelo

desenvolvimento da coloragdo na amostra aquecida.

Figura 15 - Resultado do teste confirmatdrio para leucoantocianidinas. Em (A) EEP;
B) EEB.
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B

Fonte: Autoria propria (2021).

A reacgédo para a identificagdo de leucoantocianidinas (FIGURA 16) consiste na
formacéo de antocianidinas em meio acido. O mecanismo de reacido compreende a
desidrogenacgao do C2 e a desidratagdo dos C3 e C4, como as antocianidinas séo
moléculas instaveis, ainda é possivel ocorrer a glicosilagdo no grupo hidroxila do
carbono C3, originando a antocianidina-3-glicosideo. O desenvolvimento da coloragéo
ocorre em virtude da formagéo do ion flavilico que é colorido (NAKAJIMA et al., 2001).

Figura 16 - Reacio de conversao de leucoantocianidina para antocianidina.
R4 R1

OH OH
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Fonte: Adaptado de Nakajima et al., (2001).
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5.4.5 Diidroflavonois

Os diidroflavonois s&o também conhecidos como flavanonois e possuem o anel
C saturado com uma funcéo carbonila no carbono C4, estes se diferenciam das
flavanonas pela presenca de uma hidroxila na posi¢cao C3, e devido a isso tém
atividade antioxidante superior (FIGURA 17). Além do mais, sao importantes

intermediario na formagé&o de flavonois e antocianinas (BRASOVEANU, 2018).

Figura 17 - Férmula estrutural basica dos diidroflavonois
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O

Fonte: Adaptado de Brasoveanu, (2018).

No presente teste, conhecido como ensaio de Pacheco, foi possivel observar
que o EEP desenvolveu uma cor verde intensa (FIGURA 18-A), apos a adigao dos

reagentes, enquanto que, o EEB apresentou uma coloragédo marrom (FIGURA 18-B).

Figura 18 - Resultado do teste confirmatorio para diidroflavonois. Em (A) EEP; (B)
EEB.
l

A ‘ B

Fonte: Autoria propria (2021).
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A metodologia de Matos (2009) néo especifica a coloragado esperada, relata
apenas que o possivel desenvolvimento de coloracdo na amostra € considerado um
resultado positivo para diidroflavonois. Entretanto, Oliveira (2015), detalha em sua
metodologia que no ensaio de Pacheco a confirmagao da presenca de diidroflavonois
acontece a partir do surgimento da coloragao roxa, que esta relacionada ao aumento
do numero de hidroxilas no nucleo flavénico (SIMOES et al., 2007). Dessa forma, o
teste para diidroflavonois nos extratos etandlicos de E. bulbosa foi considerado como

negativo.

5.4.6 Esteroides livres e Triterpenos pentaciclicos

Os triterpenos pentacilicos originam-se a partir da ciclizagdo do escaleno, um
composto que possui uma estrutura de cadeia linear com 30 carbonos. Ja os
esteroides sao triterpenos modificados contendo o sistema de anéis tetraciclicos do
lanosterol, mas sem os trés grupos metil em C4 e C14 (GARCIA, CARRIL, 2009;
DEWICK, 2009). A Figura 19 apresenta a férmula estrutural de um esteroide e de um

triterpeno.

Figura 19 - Férmula estrutural do esteroide estigmasterol e do triterpeno lupeol.

Esteroide Triterpeno
(Estigmasterol) (Lupeol)

Fonte: Adaptado de Dewick, (2009).

Neste teste, também conhecido como reacdo de Lieberman-Burchard, a
variagao da coloracdo de azul-evanescente para verde constante no EEP indicou a
presenca de esteroides livres (FIGURA 20-A, pag. 67), enquanto que, o aparecimento

da cor parda no EEB sugeriu a presenca de triterpenos pentaciclicos (FIGURA 20-B).
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Figura 20 - Resultado colorimétrico obtido no teste para esteroides livres e triterpenos
pentaciclicos (Lieberman- Burchard). Em (A) EEP; (B) EEB.
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Fonte: Autoria propria (221 ).

A reacado de Lieberman-Burchard, de acordo com Simdes et al., (2007),
consiste na  desidratagdo, seguida de oxidacdo dos anéis do
ciclopentanoperifenantreno, resultando na formagdo de um derivado aromatico
(FIGURA 21), evidenciado pelo surgimento de uma coloragdo azul-esverdeada, e
especificamente para os triterpenos ocorre o desenvolvimento de uma coloragéo

avermelhada.

Figura 21 - Reagao de Lieberman-Burchard para a detecg¢ao de esteroide/ triterpeno.
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Esteroide Acido colesta-hexaenossulfénico

Fonte: Adaptado de Simoes et al., (2007).

Um estudo fitoquimico sobre do extrato etandlico de E. bulbosa também
apresentou resultado positivo para esteroides e triterpenos (MALHEIROS, 2008). Os
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fitoesterois sdo geralmente relacionados a agao hipocolesterolémica, porém, esta
classe de substancias também apresenta atividades antiaterogénica, anti-inflamatéria,
anticonceptiva e antidiabética, além de indicios da efetividade no tratamento e
prevengao de alguns tipos de céncer, como colon, prostata e mama (FUJIWARA,
2012).

5.4.7 Heterosideos saponinicos

As saponinas sao glicosideos de esteroides ou de terpenos policiclicos, e
possuem carater anfifilico capaz de apresentar agdo detergente e emulsificante
(FIGURA 22). O comportamento anfifilico das saponinas e a capacidade de formar
complexos com proteinas, esteroides e fosfolipideos de membranas possibilitam
acgdes bioldgicas variadas. Dentre estas pode-se destacar as atividades hemoliticas,
citotoxica e molusquicida (CASTEJON, 2011).

Figura 22 - Férmula estrutural de uma saponina triterpénica.
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Fonte: Adaptado de Silva, (2018).

No presente teste, foi possivel observar a formacao de espuma em ambos os
extratos etandlicos de E. bulbosa, porém, o EEB apresentou uma quantidade de
espuma levemente maior que o EEP (FIGURA 23, pag. 69), esse efeito espumante

evidencia a presenca de heterosideos saponinicos.
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Fonte: Autoria prépria (2021).

O efeito espumante observado é decorrente da estrutura das saponinas, que
possuem uma parte com caracteristica lipofilica (triterpenos e esteroides) e outra parte
hidrofilica (agucares), o que define seu carater anfifilico, permitindo que essa classe
de compostos reduza a tenséo superficial da 4gua, observar Figuras 22 e 23 (SIMOES
et al., 2007).

Oliveira (2019) relatou a deteccao de saponinas no extrato hidroalcodlico das
folhas obtido por Soxhlet. Ja Malheiros (2008) constatou a presenga de heterosideos
saponinicos nas fragdes residuais e acetato de etila. As saponinas podem ser
identificadas em extratos com diferentes polaridades devido ao seu carater anfifilico.
Essa classe de substancias é tradicionalmente utilizada como expectorante e
diurética, além de serem empregadas como adjuvante para aumentar a resposta
imunoldgica (SIMOES et al., 2007).

5.4.8 Alcaloides

Como ja mencionado no item 2.1.1 deste trabalho, os alcaloides sao
caracterizados por serem compostos ciclicos com pelo menos um nitrogénio na cadeia
(FIGURA 24, pag. 70). Em geral apresentam carater alcalino, onde o grau de

basicidade varia de acordo com sua estrutura e seus ligantes, essa caracteristica
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facilita a sua identificacéo, pois formam sais soluveis em agua na presencga de acidos
(VIZZOTTO; KROLOW; WEBER, 2010; DEWICK, 2009).

Figura 24 - Exemplos de alcaloides que estdo presentes em espécies vegetais.

Nicotina Lupanina

Fonte: Adaptado de Dewick, (2009).

Ferreira (2016) relata ainda que a variagdo estrutural dos alcaloides esta
relacionada com o amplo espectro das atividades bioldgicas observadas nesses
compostos. Esses metabdlitos, em humanos, produzem respostas fisioldgicas e
psicolégicas que normalmente sdo consequéncias da sua interagdo com
neurotransmissores.

As reagdes para a identificacdo de alcaloides se baseiam na formacéo de
complexos insoluveis (precipitado) quando adicionado um reagente especifico, como
os reativos de Dragendorff e Wagner (TOMITA, 2014). Neste teste, foram utilizados
estes reagentes para a deteccao alcaloides. Na Figura 25, apds a adigao do reagente
de Dragendorff, € possivel observar a formagao de precipitado em ambos os extratos
etanolicos de E. bulbosa.

Figura 25 - Resultado obtido no teste para alcaloides utilizando o reagente de
Dragendorff. Em (A) EEP; (B) EEB.
Ba | !

Fonte: Autoria propria (2021).
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Segundo Denny (2007), o reativo de Dragendorff é capaz reagir e formar
precipitado com outros compostos nitrogenados, podendo ocasionar um falso positivo.
Diante disso, realizou-se um segundo teste com o reagente de Wagner, que também
apresentou um resultado positivo para alcaloides nos extratos etandlicos de E.
bulbosa (FIGURA 26).

Figura 26 - Resultado obtido no teste para alcaloides utilizando o reagente de Wagner.
Em (A) EEP; (B) EEB.

Al B

Fonte: Autoria propria (2021).

De acordo com Ferreira (2016), em condigbes acidas as aminas terciarias
(presentes nos alcaloides) ficam na sua forma protonada e a adi¢do do reativo de
Dragendorff leva a formagdo de um precipitado corado, entre [Bils]- (lodeto de
bismuto) e o radical amina [HNRs]" (FIGURA 27). Uma reagcédo semelhante ocorre com

o reagente de Wagner a partir do iodeto de potassio Kls.

Figura 27 - Reacao de precipitagdo de alcaloides com os reagentes de Dragendorff e
Wagner.

n 5
—TTI—H Bl Ra—N—Bils ¥ H
R3 Rs
R1 R1
N _ A .
Ry—N—H + [Klg] — Ra—N—Klg + H
R3 Rs

Fonte: Adaptado de Souza, (2019).



72

O presente estudo apresentou um resultado positivo para alcaloides
comparado ao trabalho de Almeida (2016), que utilizou o extrato hexanico dos bulbos.
Ja Sousa et al., (2005 apud OLIVEIRA, 2019, p. 49), relata a presenca de alcaloides
no extrato hidroalcodlico dos bulbos e das palhas de E. bulbosa. Essa diferenca de
resultados pode estar relacionada a variaveis ambientais, processos bioquimicos e
fisiolégicos da planta ou ainda por conta das diferentes técnicas de extragao utilizadas
e o tipo de solvente empregado (OLIVEIRA et al., 2016; GOUVEA, 2010).

Devido ao fato de os alcaloides manifestarem funcdes relacionadas a defesa
nas plantas, esses metabdlitos passaram a ser de grande interesse farmacoldgico,
uma vez que muitos alcaloides de origem vegetal tém sido utilizados como modelos
na producdo de farmacos sintéticos, como a atropina, que é modelo para a
tropicamida, uma droga empregada em exames oftalmoldgicos para dilatar as pupilas
e a quinina, que € um alcaloide com propriedades antimalaricas, analgésicas e
antipiréticas (SOUZA, 2016).

5.4.9 Cumarinas

As cumarinas sdo amplamente distribuidas nos vegetais, e encontradas em
fungos e bactérias, estruturalmente, sao lactonas do acido o-hidréxi-cinamico (2H-1-
benzopiran-2-onas), possuindo com representante mais simples da classe a cumarina
(1,2-benzopirona), e as cromonas (5H-1-benzopiran-5-onas) que sédo isbmeros das
cumarinas (FIGURA 28) (SILVA, 2018).

Figura 28 - Férmula estrutural basica das cumarinas e cromonas.

O
AN
|
O O O
Cumarinas Cromonas

Fonte: Adaptado de Silva, (2018).

No presente teste, foi possivel visualizar a presenga de manchas verde-

fluorescentes (UV nos comprimentos de onda em A 254 e 365 nm) caracteristicas de
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cumarinas (FIGURA 29). Na analise, o EEP apresentou uma quantidade de manchas
fluorescentes superior ao EEB, indicando que em E. bulbosa ha uma predominancia

de cumarinas nas palhas.

Figura 29 - Resultado obtido no teste para cumarinas. Em (A) EEP (A 254 nm); (B)
EEB (A 365 nm).

Fonte: Autoria propria (2021).

A fluorescéncia observada no teste é decorrente da abertura do anel lacténico
em meio alcalino, formando o acido cis-O-hidroxicinAmico, este composto quando
exposto a radiagdo ultravioleta origina o seu isébmero frans que apresenta

fluorescéncia, a reagao pode ser observada na Figura 30 (SOUZA, 2019).

Figura 30 - Proposta para a formagao do isébmero do acido cis-O-hidroxinadmico.

O (0] OH OH
@j g EI)COOH @/\
-  »
. Luz UV
= Sol. alcodlica = = COOH

Cumarina Acido cis-O-hidroxicinamico

Fonte: Adaptado de Souza, (2019).

A cumarina 2H-1-benzopiran-2-ona identificada no extrato etandélico dos bulbos
de E. bulbosa apresentou as atividades bacteriostatica, antioxidante e antitumoral
(MUNAENI et al.,, 2019). As cumarinas sado frequentemente relacionadas a uma

variedade de atividades biolégicas, como a atividade antimicrobiana, anti-inflamatéria,
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antiviral, antiespasmaodica, anticoagulante, broncodilatadora, antioxidante e
antitumoral (COUTINHO; GONCALVES; MARCUCCI, 2020).

5.4.10 Quinonas

Como citado no item 2.1.1.1, deste trabalho, as quinonas sdo compostos
provenientes da oxidacao de fenodis, sendo a sua principal caracteristica a presenca
de dois grupos carbonilicos, nas posi¢des orto ou para. Normalmente sé&o
classificadas em trés grupos principais, as benzoquinonas, naftoquinonas e
antraquinonas (SIMOES et al., 2007; SILVA et al., 2003).

Neste teste, conhecido como reagdo de Borntrager, observou-se o
aparecimento da coloragdo vermelha na fase aquosa no teste para o EEB (FIGURA
31-B), indicando a presenga de quinonas. Ja o resultado colorimétrico do EEP indicou

a presencga dessa classe de metabdlitos em baixa intensidade (FIGURA 31-A).

Figura 31 - Resultado obtido no teste para quinonas. Em (A) EEP; (B) EEB.
A | B

Fonte: Autoria propria (2021).

Segundo Matos (2009), a coloragao vermelha na fase aquosa alcalinizada
indica a presenga de quinonas, especificamente antraquinonas hidroxiladas. De

acordo com Simdes et al., (2007) na reagao para detecgao de antraquinonas ocorre a
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ionizacdo das hidroxilas fendlicas para fenolatos hidrossoluveis que apresentam
coloragao azul-violeta em meio alcalino no caso das 1,2-di-hidroxiantraquinonas e cor

vermelha no caso das 1,8-di-hidroxiantraquinonas (FIGURA 32).

Figura 32 - Proposta de reagéo de formacao do fenolato em meio alcalino a partir de
antraquinonas hidroxiladas.

OH O OH O O o)
20H
0 = O - aw
O (0]
1,8-Di-hidroxiantraquinona Anion fenolato correspondente a
1,8-Di-hidroxiantraquinona

Fonte: Adaptado de Simoes et al., (2007).

A revisao bibliografica realizada no item 2.2.3, apresenta que as naftoquinonas
e as antraquinonas estao entre os compostos, provenientes dos bulbos de E. bulbosa,
mais relatados. As quinonas apresentam grande potencial farmacolégico podendo ser
empregadas como laxantes, anti-inflamatérios e agentes antimicrobianos, dentre
outras atividades bioldgicas (DE MOURA, 2001).

5.5 AVALIACAO DA ATIVIDADE ANTIOXIDANTE PELO ENSAIO DO DPPH:

Os radicais livres podem ser definidos como qualquer espécie quimica que
contenha um ou mais elétrons desemparelhados, desse modo sao extremamente
reativos e podem provocar diversas desordens metabdlicas ao reagirem com
biomoléculas. O excesso de radicais livres tem sido associado a ocorréncia de varias
doencgas, incluindo inflamagdes crénica, diabetes, doencas neurodegenerativas,
cancer, envelhecimento precoce, problemas respiratorios e desordens
cardiovasculares (MACHADO et al., 2008; ANDRADE et al., 2007).

Antioxidantes sdo substancias naturais capazes de prevenir ou reduzir a
difusdo do dano oxidativo, pois sequestram e estabilizam os radicais livres evitando

que essas moléculas altamente reativas provoquem danos as células e, por
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consequéncia, prevenindo o desenvolvimento de doengas (HALLIWELL;
GUTTERIDGE, 2007).

A avaliagcdo da atividade antioxidante frente ao radical DPPH- (2,2-difenil-1-
picril-hidrazila) € um dos métodos mais utilizados devido a sua maior sensibilidade e
praticidade. O DPPH- E um radical estavel de cor puUrpura, que absorve em
comprimento de onda de 516 nm. Na presenca de compostos antioxidantes, o radical
DPPH: pode receber um elétron ou um atomo de hidrogénio, por meio de uma reagao
de redugao, produzindo a 2,2-difenilpicril-hidrazina (DPPH-H), que € menos reativa e
tem coloracido amarela. Com os resultados obtidos, nas analises por absorbancia,
determina-se o percentual de atividade antioxidante (%AA), que representa a
quantidade de DPPH- consumida pelo antioxidante (OLIVEIRA et al., 2009). A

reducado do radical DPPH- é representada na Figura 33.

Figura 33 - Reacéao de redugao do radical DPPH- frente a um composto antioxidante.

O,N O,N
)
N—N NO, + AH —> N—N NOz  + Ao

Antioxidante Radical

DPPH DPPH-H

Fonte: Adaptado de Oliveira et al., (2009).

O percentual de atividade antioxidante (%AA) para o extrato etandlico das
palhas de E. bulbosa e dos controles positivos (rutina e BHT) frente ao radical DPPH:
sdo apresentados na Tabela 6 (Pag. 77).

Os resultados demonstram que o EEP apresentou fraca atividade antioxidante
no ensaio do radical DPPH:, pois em todas as concentragdes avaliadas os percentuais
foram inferiores aos obtidos para os padrées rutina e BHT. Na maior concentragao
testada (250 png.mL") o %AA foi de 20,95 + 3,50, enquanto que o padrdo de rutina
apresentou um %AA = 94,14 + 0,22 e de BHT um %AA = 89,88 + 0,83. A baixa
atividade antioxidante é confirmada pelos valores altos de porcentagem de DPPH:
remanescente do EEP (com 81% na concentragdo de 250 pg.mL™"), conforme o

Grafico 1 (Pag. 78). O DPPH- remanescente é a quantidade do radical (DPPH-) que
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nao reagiu com o antioxidante, de modo que quanto maior € a % DPPH:remanescente
menor é a atividade antioxidante da amostra analisada.

Esses resultados sugerem que o EEP de E. bulbosa, apesar de ser polar, ndo
deve possuir uma concentragao significativa de compostos fendlicos, os quais s&o
geralmente sequestradores de radicais livres (NEVES, 2015).

Porém, na determinagao do teor de flavonoides (préximo item) foi observado
que o EEP apresentou maior teor de flavonoides totais (118,30 + 1,01 mg ER/g EtOH)
quando comparado ao EEB (51,83 + 0,34 mg ER/g EtOH). Essa discordéncia pode
ser atribuida a presenga majoritaria de flavonoides mono-hidroxilados ou glicosilados
no EEP, pois a presenca desses compostos confere baixa capacidade antioxidante
ao extrato (SOUZA, 2019).

Tabela 6 - Percentual de atividade antioxidante (%AA) do extrato etandlico de E.
bulbosa e dos controles positivos (rutina e BHT) no tempo de reagcdo com DPPH igual
30min.

) DPPH
Concentragao %AA + DP
avaliada
Rutina BHT EEP
25 ug. mL! 28,41 £ 1,19 25,41 £1,82 11,02 £ 1,79
50 ug. mL"! 48,79 + 6,60 39,55 + 3,99 12,49 + 1,54
100 ug. mL" 85,09 + 4,68 61,02 + 2,11 14,16 + 3,78
150 ug. mL" 93,72+ 1,14 73,58 +1,84 21,12 £ 1,99
150 pug. mL" 93,90 + 0,45 83,03 + 2,37 19,37 £ 2,70
250 ug. mL"! 94,14 + 0,22 89,88 £ 0,83 20,95 + 3,50

Fonte: Autoria propria (2021).
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Grafico 1 - Percentual de DPPH. remanescente (%DPPH.) do extrato etandlico de
E. bulbosa e relagao as concentracdes testadas. Tempo de reacdo: 30 min.
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Fonte: Autoria propria (2021).
5.6 TEOR DE FLAVONOIDES TOTAIS (FLAT)

Os flavonoides sdo compostos antioxidantes devido a sua capacidade de
estabilizar radicais livres e quelar metais (JABEEN et al., 2017). Além do potencial
antioxidante, os flavonoides também apresentam propriedades antimicrobianas,
antiviral, antiulcerogénica, citotoxicas, antineoplastica, antihepatotoxica,
antihiperténciva, anti-inflamatéria, hipolipidémica e antiplaquetaria (MACHADO et al.,
2008).

O método utilizado para a determinagéo do teor de flavonoides total € baseado
na complexagdo com o cloreto de aluminio (FIGURA 34, pag. 79) (PEIXOTO
SOBRINHO et al., 2012). A formacao desse complexo ocasiona um desvio para
comprimentos de onda maiores e uma intensificagdo da absor¢do quando analisado
por UV-vis (Ultravioleta-visivel) (QUEIROZ, 2009).
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Figura 34 - Proposta de reagdo para a complexagéo de flavonoides como o ion Al**
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Fonte: Adaptado de Pozzi, (2007).

O teor de flavonoides totais, nos extratos, pode ser corroborado pela analise
fitoquimica realizada, onde verificou-se a presengca de chalconas, auronas,
leucoantocianidinas e flavanonas. Além disso, observou-se a partir dos resultados
expressos na Tabela 7 que o EEP apresentou maior teor de flavonoides totais (118,30
+ 1,01 mg ER/g EtOH) quando comparado ao EEB (51,83 + 0,34 mg ER/g EtOH),
porém, nos testes colorimétricos evidenciou-se uma propor¢do maior de classes
flavonoidicas no EEB (Quadro 2, pag. 57). Essa discordancia pode estar relacionada
ao fato de que a identificagdo fitoquimica dos flavonoides pode ter sido mascarada
pela coloragcédo verde-escura do EEP durante as analises colorimétricas. Ademais,
Matos (2009) detalha em sua literatura, em relagdo a essas analises, que em uma
mistura com mais de um constituinte reativo, a presenca de uma substancia pode
causar interferéncia na coloracido indicativa da outra classe, podendo assim ser

identificado apenas um ou nenhum grupo de flavonoides.

Tabela 7 - Teor de flavonoides totais (FLAT) do EEP e EEB de E. bulbosa.

FLAT
Extrato etandlico mg de ER/g EtOH
EEP 118,30 £ 1,01
EEB 51,83 +0,34

Fonte: Autoria propria (2021).

Os extratos etandlicos (bulbos e palhas) exibiram teor de flavonoides inferior

aos extratos etandlicos obtidos por Shi et al., (2019) que relata em seu trabalho um
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FLAT igual a 365,20 + 4,58 mg CE/100g para as palhas e um FLAT de 448,24 + 5,89
mg CE/ 100g para os bulbos.

5.7 ENSAIO DE TOXIDADE FRENTE A Artemia salina

A Artemia salina € um microcrustaceo muito sensivel a substancias toxicas, e
devido a isso foi introduzido nos laboratérios de Produtos Naturais com o intuito de
selecionar e monitorar a investigacao fitoquimica de extratos vegetais na busca por
compostos bioativos. Estudos ja evidenciaram a correlagdo entre a toxidade da A.
salina e a citotoxidade, e a partir disso diversos trabalhos tentam correlacionar a
toxicidade sobre A. salina com outras atividades bioldgicas como, antifungica,
viruscida e antimicrobiana. Outra caracteristica desse bioensaio € que ele pode ser
utilizado como indicador prévio da possivel atividade antitumoral e pesticida
(SCHNEIDER et al.,, 2015; SIQUEIRA et al., 1998; McLAUGHLIN, ROGERS,
ANDERSON, 1998).

Quanto a determinagdo do grau de toxidade dos extratos, Ramli, Harada e
Ruangrungsi (2011) relatam que o extrato & considerado atoxico se a DLso > 1000
ug.mL-, fracamente toxico se a DLso estiver entre 500 e 1000 pg.mL-', toxico se a
DLso estiver entre 100 e 500 ug.mL" e muito toxico se a DLso < 100 pug.mL-".

O extrato etandlico das palhas de E. bulbosa apresentou DLso igual a 803,52
ug.mL-', considerando o intervalo de confianga de 95%, o que sugere fraca toxidade
ao extrato. Este valor corrobora com o resultado de Couto et al., (2016), pois em seu
trabalho foi relatado uma DLso < 1000 ppm para o extrato etandlico das partes aéreas
de E. bulbosa.

A partir do extrato etandlico dos bulbos obteve-se a DLso igual a 704,85 ug.mL-
', considerando assim, fraca toxidade ao extrato. Santos et al. (2020) também
realizaram o ensaio de toxidade do extrato etanodlico dos bulbos frente a A. salina e
obtiveram um valor de DLso < 1000 ug.mL"", confirmando que o extrato possui baixa
toxidade.

Tanto EEP (DLso = 803,52 ug.mL-') quanto o EEB (DLso 704,85 nug.mL")
apresentaram fraca toxicidade frente a Artemia salina, podendo ser, entao,

considerados seguros nas concentragdes testadas.
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6 CONCLUSAO

A espécie vegetal Eleutherine bulbosa foi identificada e registrada no Herbario
Delta do Parnaiba (HDELTA) da Universidade Federal do Delta do Parnaiba (UFDPar)
- Campus Ministro Reis Velloso, sob o numero de tombo cientifico HDELTA 6977. O
extrato etandlico das palhas (EEP) apresentou rendimento igual a 21,44% e o extrato
etandlico dos bulbos (EEB) apresentou rendimento de 10,08%.

Analisando o perfil cromatografico (CCD) dos extratos etandlicos de E. bulbosa
foi possivel identificar, no EEB, a presenca de substancias de natureza fendlica,
especialmente flavonoides, derivados do antraceno e cumarinas, ja os compostos
terpénicos foram identificados em ambos os extratos (EEP e EEB). Os testes
fitoquimicos, realizados com EEP e EEB, indicaram a presenca de taninos
condensados, leucoantocianidinas, flavanonas, quinonas, cumarinas, heterosideos
saponinicos e alcaloides. As chalconas, auronas e os triterpenos pentaciclicos foram
identificados apenas no EEB, enquanto que, os esteroides livres foram detectados no
EEP.

O extrato etandlico das palhas de E. bulbosa (EEP) apresentou fraca atividade
antioxidante no ensaio do radical DPPH:, com %AA de 20,95% na maior concentragao
testada (250 ug.mL™"), o que sugere a presenga majoritaria de flavonoides mono-
hidroxilados ou glicosilados no EEP, pois a presenga desses compostos confere baixa
capacidade antioxidante ao extrato.

Com relacdo ao teor de flavonoides totais (FLAT) o EEP apresentou um valor
(118,30 + 1,01 mg ER/g EtOH) superior ao do teor obtido para o EEB (51,83 + 0,34
mg ER/g EtOH), porém, nos testes colorimétricos evidenciou-se uma propor¢ao maior
de classes flavonoidicas no EEB. Essa discordancia pode estar relacionada ao fato
de que a presenca e/ou a intensidade dessas de flavonoides foi mascarada pela
coloracao verde escura do EEP durante as analises.

Tanto EEP (DLso = 803,52 pg.mL-') quanto o EEB (DLso 704,85 ug.mL")
apresentaram fraca toxicidade frente a Artemia salina, podendo ser, entao,
considerados seguros nas concentragdes testadas.

Este é o primeiro relato do perfil fitoquimico e toxicolégico do EEP e EEB de E.
bulbosa encontrada na regido nordeste do Brasil, o que contribui para o
enriquecimento dos estudos quimico-toxicologicos da espécie, além da valorizag&o

da biodiversidade local.
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7 PERSPECTIVAS FUTURAS

Diante da auséncia de estudos com os extratos etandlicos de Eleutherine
bulbosa encontrada na regido nordeste do Brasil, pretende-se futuramente

acrescentar ao estudo ja realizado:
e Aavaliacido da atividade antioxidante do EEB;
e Arealizagéo da atividade antimicrobiana dos extratos (EEP) e (EEB);

e O isolamento dos metabdlitos identificados.
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