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RESUMO

A espécie Eleutherine plicata Herb. é uma Iridaceae, conhecida
popularmente como marupazinho, muito utilizada pela populacdo para o
tratamento de diarréias. Com o bulbo da planta prepara-se um cha, que é utilizado
no tratamento de infestagcbes causadas por ameba. O material vegetal utilizado
neste estudo foi coletado em Belém do Para e sua identificacdo botanica foi
realizada por comparacdo de exsicata depositada no Museu Paraense Emilio
Goeldi sob n® 10543. O extrato etandlico (EE) foi preparado por percolacédo a
partir do bulbo previamente seco e moido. Apds a secagem o extrato etandlico foi
suspenso em uma solucdo hidroalcoolica (1:1) e submetida a particdo com
solventes de polaridades crescente. Com o extrato etandlico e as fragdes foram
realizados 18 testes para detectar classes de metabdlitos secundarios. O extrato
etandlico e as fragBes hexanica e cloroférmica apresentaram resultado positivo
para naftoquinonas, antraquinonas e esteroides e triperpenos. As analises por
cromatografia em camada delgada do extrato etandlico e fracbes hexanica e
cloroférmica mostraram zonas sensiveis a solugdo metandlica de KOH 10%,
indicando a presencga de quinonas nestas amostras. A avaliacdo da atividade
antimicrobiana do referido extrato e fracées com cepas de C. albicans, S. aureus,
E. coli e P. aeruginosa demonstrou que a fracdo cloroférmica é a mais ativa,
apresentando o0s maiores halos de inibicAio de crescimento microbiano,
possivelmente, contendo uma maior concentragdo de constituintes ativos. Da
fracdo cloroféormica foram isolados o0s constituintes quimicos isoeleuterol e
isoeleuterina, o0s quais foram caracterizados quimicamente através de
ressonancia manética nuclear de hidrogénio (RMN*H) e carbono 13 (RMN *3C),
em comparagdo com os dados da literatura. O extrato etandlico, isoeleuterol e
isoeleuterina foram submetidos a avaliacdo de suas atividades antioxidantes, os

quais apresentaram fraca atividade quando comparado com o padrao BHT.

PALAVRAS CHAVES: Eleutherine plicata, naftoquinonas, isoeleuterol,

isoeleuterina e atividade antioxidante.



ABSTRACT

Eleutherine plicata Herb. is an Iridaceae, popularly known as marupazinho,
widely used by people to treat diarrhea. With the bulb of the plant is about a cup of
tea, which is used to treat infestations caused by amoeba. The plant material used
in this study was collected in Belém do Para and their identification by comparison
of botany was deposited in exsiccates Paraense Emilio Goeldi Museum under n°
10543. The ethanol extract was prepared by percolation from the bulb previously
dried and crushed. After drying the ethanol extract was suspended in a solution
hydroalcoholic (1:1) and subjected to partition with solvents of increasing polarity.
With the ethanol extract and the fractions were performed eighteen tests to detect
classes of secondary metabolites. The ethanol extract and the fractions hexanic
and chloroform, showed a positive result for naphthoquinones, anthraquinones
and steroids and triperpenoids. The analysis by thin-layer chromatography
fractions of ethanol extract and hexane and chloroform, showed areas susceptible
to methanolic solution of KOH 10%, indicating the presence of quinones in these
samples. The evaluation of the antimicrobial activity of ethanol extract and
fractions hexanic and chloroform with strains of C. albicans, S. aureus, E. coli and
P. aeruginosa, showed that the chloroform fraction is the most active, presenting
the largest halos of inhibition of microbial growth, possibly containing a higher
concentration of active constituents. The chemical constituents isoeleutherol and
isoeleutherine were isolated from chloroform fraction, and were characterized
chemically using RMN *H e *3C, compared with the literature. The ethanol extract,
isoeleutherol and isoeleutherine were submitted to evaluation of their antioxidant
activies, and showed weak activity when compared with BHT.

KEYWORDS: Eleutherine plicata, naphthoquinones, isoeleutherol, isoeleutherine
and antioxidant activity.
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| — INTRODUCAO

A Organizacdo Mundial de Saude (OMS, 1978) na Conferéncia
Internacional sobre Cuidados Primarios de Saude, ocorrida em Alma-Ata,
enfatizou que saude € o estado de completo bem-estar fisico, mental e social e
nao simplesmente a auséncia de doenca ou enfermidade, sendo um direito
fundamental do ser humano.

Neste sentido, a Declaracdo de Alma-Ata (antiga Unido das Republicas
Socialistas Soviéticas) coloca que os cuidados primarios de saude sdo cuidados
essenciais de saude baseados em métodos e tecnologias praticas,
cientificamente bem fundamentadas e socialmente aceitaveis, colocadas ao
alcance de individuos, familias e da comunidade. Fazendo o mais pleno uso
possivel de recursos disponiveis, locais, nacionais e outros (OMS, 1978).

Cuidados primérios de saude requerem a utilizacdo de todos 0s recursos
locais apropriados e disponiveis na comunidade com o objetivo de manter e
restaurar o estado de saude, refletindo com isso suas caracteristicas econémicas
e sOcio-culturais (OMS, 1978).

Neste contexto, faz sentido incorporar a utilizacdo de plantas medicinais,
como pratica tradicional, no planejamento e implementacdo dos sistemas formais
de saude, buscando fundamentar seu uso em bases cientificas.

A OMS, mediante as resolucbes das Assembléias Mundiais de Saude
31.33 (1978) e 40.33 (1987), incentivou a utlizacdo de plantas medicinais,
reafrmando a importadncia destas nos cuidados primarios de salde,
recomendando enfaticamente aos seus Estados Membros as seguintes agdes:

- iniciar programas amplos para identificacdo, validacdo, preparacao,
cultivo e conservacao das plantas medicinais utilizadas na medicina tradicional;

- assegurar o controle de qualidade dos medicamentos derivados de
drogas vegetais e aplicar tecnologias adequadas e boas praticas de fabricacéo.
(MIGUEL; MIGUEL, 1999).

Segundo a OMS, 80% da populacdo dos paises em desenvolvimento
utilizam de préticas tradicionais na atencéo primaria a saude, e desse total 85%

usam plantas medicinais ou preparacfes destas (BRASIL, 2001).
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Para organizar essa utilizagcdo, o Ministério da Saude, através da Agéncia
Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) vem implementando politicas com o
objetivo de normatizar e regulamentar o uso de plantas medicinais e seus
derivados.

A Resolucdo da Diretoria Colegiada (RDC) n° 48 atualizou a normatizac&o
do registro de medicamentos fitoterapicos, estabelecendo a necessidade de
realizacdo de estudos fisico-quimicos, quimicos, clinicos, toxicologicos e
Certificado de Boas Praticas de Fabricacdo e Controle das industrias que os
produzem (BRASIL, 2004).

A RDC 48 também define os fitoterapicos como medicamentos cujos
componentes terapéuticos ativos sdo exclusivamente vegetais ou seus derivados
vegetais (extratos, sucos, Oleos, ceras, etc...), ndo podendo conter em sua
composicdo substancias ativas isoladas, de qualquer origem, nem associacdes
destas com extratos vegetais. Também coloca a necessidade do conhecimento
de componentes marcadores, 0s quais podem ser um componente ou classes de
compostos quimicos, que presentes na matéria-prima vegetal, podendo ser o
principio ativo, ou que pelo menos tenha correlacdo com ele, possa ser utilizado
como referéncia no controle de qualidade da matéria-prima vegetal e dos
medicamentos fitoterapicos (BRASIL, 2004).

A fitoterapia, portanto, pode ser reconhecida como “uma terapéutica
caracterizada pelo uso de plantas medicinais em suas diferentes formas
farmacéuticas, sem a utilizacdo de substéancias isoladas, ainda que de origem
vegetal” (BRASIL, 2006).

Com a aprovacdo da Politica Nacional de Praticas Integrativas e
Complementares (PNPIC) no Sistema Unico de Salde (SUS), o Ministério da
Saulde esta buscando incorporar e implementar este recurso terapéutico na
perspectiva de prevenir agravos e promover a recuperacdo da saude, dando
énfase a atencdo basica, voltada para o cuidado continuado, humanizado e
integral em saude. Assim como, contribuir para 0 acesso e 0 UuSO seguro,
eficiente, eficaz e com qualidade dessa préatica integrativa e complementar
(BRASIL, 2008).

13



A Politica Nacional de Plantas Medicinais e Fitoterapicos, visa
principalmente, garantir a populacéo brasileira o acesso seguro e o uso adequado
de plantas medicinais e fitoterapicos, promovendo 0 uso sustentavel da
biodiversidade. Assim como, ampliar as op¢des terapéuticas aos usuarios, com
garantia de acesso a plantas medicinais, fitoterapicos e servigos relacionados a
fitoterapia com seguranca, eficacia e qualidade, na perspectiva da integralidade
da atencdo a saude, considerando o conhecimento tradicional sobre plantas
medicinais (BRASIL, 2006).

Esta politica de governo representa um marco no reconhecimento dos
fitoterapicos como recurso terapéutico pois, incentiva e fomenta ndo somente a
pesquisa de plantas medicinais e fitoterapicos, mas, também, estudos abordando
educacdo em saude, os incluindo nas acfes da atencdo farmacéutica, onde o
usuario é foco central do tratamento.

Dentro deste contexto proposto e normatizado pelo Ministério da Saude, a
regido Amazonica com sua imensa biodiversidade e a rica tradicdo de seus povos
na utilizacdo de plantas medicinais na medicina popular, desponta como um
celeiro avido a contribuir para o surgimento de novos medicamentos fitoterapicos.

Nesse sentido, o presente trabalho contribuira de maneira vertical no
controle de qualidade do material vegetal em estudo, etapa fundamental, para o
desenvolvimento de um medicamento fitoterapico, bem como, na investigacao
das atividades microbiolégicas e antioxidantes da espécie no intuito de
estabelecer critérios que garantam a qualidade, seguranca e eficacia do
medicamento fitoterapico, de acordo com as premissas adotadas pela legislacédo

de desenvolvimento de fitoterapicos vigente no Pais.

14



Il - REVISAO BIBLIOGRAFICA

1 - ASPECTOS BOTANICOS

1.1 — Familia Iridaceae

Iridaceae é uma familia relativamente extensa de monocotileddneas
petaldides, apresentando mais de 1.630 espécies e 77 géneros. Embora
distribuida pelo mundo inteiro, esta familia tem marcada concentracdo nos
continentes do sul e o maior centro de radiagdo encontra-se no sul da Africa. No
Brasil esta familia encontra-se representada com 110 espécies e 14 géneros
(REEVES et al., 2001).

As Iridaceaes sao facilmente conhecidas entre as monocotiledéneas por
apresentarem folhas isobilaterais equivalentes, flores com trés estames e, com
excessdo da monotipica Tasmanian isophysis, um ovario inferior.

Num estudo de classificacdo Goldblatt (1990) dividiu as Iridaceaes em
trés sub-familias Isophysidoideae, Nivenioideae, Iridoideae e Ixioideae.

Alguns géneros desta familia apresentam como constituintes quimicos
comuns flavondis O-glicosilados e a flavonas C-glicosiladas, sendo que algumas
espécies do género Pillansia apresentam um flavonol sulfatado, o qual é Unico
nas Iridaceas (GOLDBLATT, 1990).

Certas espécies da sub-familia Nivenioideae apresentam uma
predominancia de flavonois O-glicosilados, incluindo derivados de myricetina e
alguns tracos de flavonas C-glicosiladas. As espécies das tribos Sisyrinchieae,
Mariacea e Tigrideae ndo apresentam estes flavonois. As sub-familias Iridoideae
e Ixioideae apresentam com freqiiéncia, mas ndo de modo universal, o acumulo
da xantona mangiferina C-glicosilada (GOLDBLATT, 1990).

Os aminoacidos livres carboxifenilalanina e carboxifenilglicina tém uma
distribuicdo distinta nas Iridaceaes, ocorrendo regularmente na maioria das
espécies de Iridoideae, mas estes componentes sdo notadamente ausentes no
género Sisyrinchium, mas ja encontrado nos géneros Libertia, Bobartia, e
Orthrosanthus, também Sisyrinchieae (GOLDBLATT, 1990).

15



1.2 — Género Eleutherine

E. plicata Herb. (Figura 01) é uma planta herbacea pertencente a familia
Iridaceae, conhecida popularmente como marupazinho, marupari, palmerinha,
marupa-pirranga, marupari, apresentando-se sob a forma de uma touceira, com
bulbos vermelhos semelhantes a uma cebola. Suas folhas séo inteiras, plissadas
e simples, com flores brancas ou rosadas (LORENZI;MATOS, 2002).

Estudo fitoquimico realizado com o extrato aquoso preparado a partir dos
bulbos, mostraram a presenca de heterosideos, taninos e aclcares redutores
(PINTO, 1961).

Eleutherine bulbosa (Mill.) Urb. também ¢é cultivada no Brasil, com
caracteristicas muito semelhantes a E. plicata Herb., possuindo as mesmas
propriedades, sendo considerada por muitos autores como a mesma espécie
(LORENZI:MATOS, 2002).

Eleutherine bulbosa (Mill.) Urb. € uma herbacea bulbosa e rizomatosa,
acaule, entouceirada, de 20 a 30 cm de altura, nativa da América tropical,
incluindo os campos secos da Amazoénia brasileira. Os bulbos possuem escamas
semelhantes a cebola, cor de vinho externamente, exsudando latex branco
quando cortados. Suas folhas sédo simples, inteiras, plissadas longitudinalmente,
de cerca de 25 cm de comprimento. As flores sdo brancas ou rosadas, dispostas
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numa panicula ampla no 4pice de um longo escapo rigido da folhagem, que se
abrem ao por do sol (LORENZI;MATOS, 2002).

Esta planta é muito utilizada na medicina caseira em quase todo o pais,
principalmente na Amazonia, habito este iniciado pelas populacbes indigenas,
porém, ndo h& comprovacao cientifica de sua eficAcia nem da seguranca de suas
preparacdes (LORENZI ;MATOS, 2002).

2 — ASPECTOS BIOLOGICOS

O levantamento etnofarmacéutico realizado por Barbosa e colaboradores
(2001) na cidade de Igarapé-Miri e etnobotanico realizado por Jardim e
colaboradores (2006) no municipio de Santa Barbara, ambos no estado do Para,
mostraram a utilizacdo de Eleutherine plicata Herb. no tratamento da diarréia
possivelmente causada por ameba. Verificou-se nestes levantamentos que o
bulbo € a parte do vegetal utilizada pela populacdo na preparacdo de um cha,
para o tratamento desta patologia.

Eleutherine americana MERR. et HEYNE é uma espécie de Iridaceae
cultivada na ilha de Hainan no sul da China e o cha preparado com os bulbos
desta planta é muito utilizado na medicina popular local no tratamento de
ferimentos, vasodilatacdo coronarina, diminuicdo da protombina e infertilidade.
Estudo fitoquimico do extrato metandlico desta espécie de Iridaceae levou ao
isolamento dos constuintes quimicos eleutherol, eleuterina e isoeleuterina
(Komura et al, 1986)

A triagem de atividade microbiologica e citotoxica, realizada sobre plantas
utiizadas na medicina tradicional da cidade de Governador Valadares-MG,
mostrou que o extrato etandlico de E. bulbosa (Mill.) Urb., preparado a partir das
partes superiores desta planta, inibiu o crescimento de cepas de Staphylococcus
aureus e apresentou toxicidade sobre larvas de Artemia salina (BRASILEIRO et
al., 2006).

E. bulbosa (Mill.) Urb. é utilizada no Haiti como abortivo, sendo também,
detectado a presenca de naftoquinonas em seu extrato aquoso (WENINGER et
al., 1982), e em Trinidad Tobago € usada para o tratamento de problemas na

reproducdo humana (LANS, 2007). Na avaliacdo de algumas plantas medicinais
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usadas por curandeiros da etnia Zulu, foi atribuida a agdo anti-diarréica ao seu
extrato aquoso (LIN et al, 2002), e na medicina popular do Peru suas preparacoes
sao muito utilizadas na cicatrizacdo de ferimentos superficiais e Ulceras gastricas
(VILLEGAS et al., 1997).

Ensaio de bioautografia realizado por Alves e colaboradores (2003) com
extrato de diclorometano, obtido dos bulbos de E. bulbosa (Mill.) Urb. apresentou
atividade antifungica, inibindo o crescimento de Cladosporium sphaerospermum,
0 gqual é patogénico para algumas plantas. Este ensaio foi usado para guiar o
fracionamento deste extrato, possibilitando o isolamento de uma nova
naftoquinona, a qual denominada de eleuterinona (Figura 02.1), e trés compostos
ja conhecidos o eleuterol, eleuterina e isoleuterina, ja isolados anteriormente de
Eleutherine americana MERR. et HEYNE, mostrados na figura 02. Os trés
componentes quindnicos apresentaram forte atividade antifingica, enquanto o

eleuterol foi inativo.
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Figura 02 — Constituintes quimicos isolados de E. bulbosa (Mill.) Urb.

Em diversos ensaios as quinonas tém mostrado vérias atividades
farmacoldgicas, destacando-se, dentre muitas, as atividades antimicrobianas
(bactericida, fungicida e antiprotozoario), antitumorais e inibidoras de sistemas
celulares reparadores, processos nos quais atuam de diferentes formas,
destacando-se 0 estresse oxidativo que provocam ao induzirem a formacéo
enddgena de espécies bioativas derivadas do oxigénio (SILVA et al., 2003).,

As naftoquinonas, que é um tipo de quinona, induziriam a apoptose celular
por inibirem as topoisomerases | e Il, as quais sdo enzimas nucleares criticas
para o funcionamento normal e reparacéo de danos causados nas células.

A apoptose celular € um processo ativo de colapso celular que difere

morfologicamente da morte por necrose. E um tipo de morte celular que ocorre
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durante véarias situacdes fisioldgicas patologicas, constituindo um mecanismo de
remocao de células lesadas e de renovagéo celular e tecidual. O fendbmeno de
morte celular por apoptose ocorre individualmente, sendo que a morte de uma
célula ndo leva a morte de outras células (AZANETTI;MELO, 2007).

Em sua acgéo natural as topoisomerases | e Il assentam-se na estrutura
do DNA por uma supertor¢cdo topoldgica, fazendo cortes, permitindo que as
funcdes de transcricdo, reparacdo, replicacdo e estruturacdo do cromossomo

ocorram normalmente.

Topistenrase 2

Frageeentsgls

Figura 03: Inibicdo das enzimas toposiomerases | e Il pelas naftoquinonas.
Fonte: SILVA et al, 2003.

A figura 03 apresenta o0 esquema de inibicdo do complexo de
topoisomerases pelas naftoquinonas, acdo que provoca o desencadeamento da
apoptose celular, descoberta recentemente, constituindo hoje na grande fronteira
da quimica medicinal, existindo grande expectativa quanto a delineacdo de
estratégias racionais visando o combate a neoplasias, principalmente as

relacionadas ao cancer (SILVA et al., 2003).
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3 - ASPECTOS QUIMICOS

As guinonas representam uma ampla classe de metabdlitos secundarios
de distribuicdo natural, sendo que nos ultimos anos o interesse por esta classe de
compostos tem aumentado devido a sua interferéncia nos processos bioquimicos
vitais, estando envolvidas em etapas importantes do ciclo de vida dos seres vivos,
principalmente na cadeia respiratéria e fotossintese.

As guinonas sdo compostos oxigenados que correspondem a oxidagao de
derivados aromaticos que se caracterizam por um grupamento 1,4-
dicetociclohexa-2,5-diénico (para-quinonas), ou ocasionalmente, por um
grupamento 1,2-dicetociclohexa-3,5-diénico (orto-quinonas).

Os compostos quindnicos naturais podem apresentar-se conjugadas com
um nucleo benzénico(benzoquinonas), com sistemas aromaticos policiclicos
condensados (Figura 04): naftoquinonas (naftaleno), antraquinonas (antraceno),
antraciclinonas (1,2-benzantraceno) e naftodiantronas (naftodiantreno).
(BRUNETON, 2001).

0]

i 946
QU0 X0
c) © d) ‘O

0
naftoquinona antraquinona antraciclinona naftodiantrona

Figura 04 — Estrutura quimica basica dos compostos quinénicos.
Fonte: Bruneton, 2001.

O quadro 01 mostra a estrutura quimica de alguns constituintes quimicos
isolados de varias espécies do género Eleutherine, no qual observa-se uma

predominéncia de compostos derivados de naftoquinonas.
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Quadro 01 — Estrutura quimica e atividades biologicas dos principais constituintes quimicos

isolados de algumas espécies do género Eleutherine.

ESTRUTURA QUIMICA

ESPECIE VEGETAL

ATIVIDADE BIOLOGICA

HaCO )

Eleuterina/lsoeleuterina

Eleuterina (R1=BME)
E. bulbosa, Bianchi; Ceriotti (1975)

E. americana, Komura et al. (1983)

Isoeleuterina (R1= aME)

E. americana, Komura et al. (1983)

Fraca atividade contra B.subtillis,
inibichio de TOPO Il (HARA et
al,1997), contra C.
sphaerospermum, Alves et al (2003).

atividade

Inibicdo da atividade de replicagédo do
HIV em linfécitos (HARA et al,1997)

Eleuterol/Isoeleuterol

Eleuterol (R1=ME)
E. bulbosa, Bianchi; Ceriotti (1975)

E. americana, Komura et al. (1983)

Isoeleuterol (R= aME)

E. americana, Hara et al. (1997)

Inibicéo da atividade de replicacdo do
HIV em linfdcitos, HARA et al.(1997)

OhMe O 10
o
L

Eleuterinona

E. bulbosa, ALVES et al. (2000)

Atividade contra C. sphaerospermum,
ALVES et al. ( 2003)

Me O
H "o

9 O
Me

Elecanacin

E. americana, Hara et al. (1997)

E. americana, Zhengxiong et al.

(1986)

Inibicdo da atividade da NOs, Han et
al (2008).

""-a.:;-: e /J L
oH O
Hongconin
E. americana, Han et al. (2008)
HaCO

(L QLVDHO
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Alguns desses compostos, como mostrado no Quadro 01, tém apresentado
diversas atividades biolégicas como vasodilatacdo coronariana, inibicdo da
enzima topoisomerases Il, do virus da imunodeficiéncia humana (HIV) e atividade
antifungica.

Recentemente Han e coloboradores (2008) num estudo para verificar a
atividade de inibicdo da enzima oxido nitrico sintetase (NOs), observou que a
isoeleuterina, eleuterina e o hongconin mostraram atividade de inibicdo desta
enzima, apresentando ICso nos valores de 7.7, 11.4 e 19.8 uM, em comparacgao
com o padrao monometil I-arginina (L-NMMA) com 1C50=19.7 pM.

Este estudo mostrou que a isoeleuterina e a eleuterina tiveram resultado
bem melhor que o padrdo utilizado e ndo apresentaram citotoxicidade nas
concentracOes testadas. Estes resultados séo importantes porque o 6xido nitrico
(NO), que tem a sua producdo induzida pela NOs, esta envolvido na reacdo
inflamatoria sendo encontrado no epitélio brénquico de individuos asmaticos, na
mucosa do colon de pacientes com colite ulcerativa e nos sinoviécitos da doenca
articular inflamatoria. Com isso mostrando a potencialidade da isoeleuterina e da
eleuterina como agentes terapéuticos.

Dentre os compostos quindnicos, as naftoquinonas destacam-se por
apresentarem atividades antibacterianas, fungicidas, antivirais e antiprotozoarias.

Entre as naftoquinonas, o lapachol (Figura 05) possui grande interesse
devido a sua capacidade de induzir 0 estresse oxidativo através da formacéo
intracelular de espécies reativas com o oxigénio, como o peroxido de hidrogénio
(H20,), o anion radical superéxido (O;") e o radical hidroxila (HO'). Estas espécies
podem danificar alguns componentes celulares importantes tanto de células

normais como de células malignas (SILVA et al., 2003).

O
=

OH
O

Figura 05 — Estrutura quimica do lapachol.
Fonte: Bruneton, 2001.

22



O estresse oxidativo pode resultar da agdo de muitos agentes ambientais
toxicos sobre os seres vivos, como radiagbes gama e ultravioleta, ozénio,
poluentes quimicos assim como certas substancias da cadeia alimentar. Além
destes fatores estima-se que 1 a 2% do oxigénio consumido pelos mamiferos
sejam convertidos a O, e H,O,, devido a falhas fisiologicas na mitocondria
permitindo que elétrons escapem e sejam transferidos pelo oxigénio (SILVA et al.,
2003).

O desequilibrio entre a formacdo e a remocdo dos radicais livres no
organismo, decorrente da diminuicdo dos anti-oxidantes endoégenos ou do
aumento da geracdo de espécies oxidantes, leva a um estado pré-oxidativo que
favorece ocorréncia de lesdes oxidativas em macromoléculas e estruturas
celulares que podem provocar a morte celular.

As naftoquinonas agem sob acdo enzimética, quando um substrato
quinonoidico reduz-se com um elétron para formar o anion semiquinona (Q),
catalisada pelas enzimas flavinas NADPH citocromo P-450 redutase, NADPH
citocromo b5 redutase ou NADPH ubiquinona oxido-redutase (SILVA et al, 2003).

Uma vez formada a espécie semiquinona Q7, esta reduz o oxigénio
molecular ao anion-radical superéxido (O") que na presenca da enzima
superoéxido dismutase é transformado em H,O, . O anion-radical super-6xido (O2")
por catalise com metais de transicéo (reag¢éo de Fenton), ou por reacdo com H,0,
(reacdo de Haber-Weiss), gera HO" no interior da célula. Embora o H,O; ndo seja
um radical livre, é uma substancia bastante reativa, podendo promover também a
oxidacao de algumas biomoléculas (SILVA et al, 2003).

Na tentativa de eliminar estas espécies oxidantes, as células
desencadeiam mecanismos de desintoxicacéo, através dos agentes antioxidantes
intracelulares. Uma perfeita eliminacdo ou consequente controle do estresse
oxidativo vai depender, em muito, dos niveis dos agentes intracelurares anti-
oxidantes, alfa-tocoferol, acido ascorbico, enzimas superoxido dismutase (SOD),
catalase (CAT), glutationa redutase (GSH) e glutationa peroxidase (GPX).

Nos sistemas em que ocorre uma persisténcia do ciclo redox, ou entéo,
faltam mecanismos de protecdo, ha aumento dos oxidantes O, e H,O,,
promovendo dano em componentes celulares vitais como as membranas

celulares, através da peroxidacao dos lipidios e a diminuicdo da capacidade anti-
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oxidante celular. Desta forma, a espécie radicalar HO', gerada por uma reacgao
tipo Fenton em que o H,0, é reduzido por Fe*? e Cu*?, pode danificar o genoma.
Sua atuacéao leva a consequéncias diversas, por alteracdo do sinal da transcricdo
na expressao de genes, mutagenicidades e ou ativacdo de fatores responsaveis
pela indugéo da apotpose celular (SILVA et al.,2003).

A Figura 06 mostra simplificadamente o ciclo redox das quinonas.
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Geragéo de Ligag&o covalente Destruicdo de proteinas
intermediarios com acidos nucléicos e Danificagdo de acidos nucléicos
bio-alquilantes proteinas Cluebra das fitas do DM

*CAT = Enzima catelase; SO0 = Enzima superdxido desmutase; GPX = Glutationa peroxidase
FAD = Enzima flavina

Figura 06 — Ciclo redox induzido por quinonas.
Fonte: SILVA et al., 2003

Esta interferéncia xenobiotica altera os processos de divisdo celular,
podendo induzir apoptose, caso nao se consiga eliminar por completo o estresse
oxidativo. Esse mecanismo de acdo é importante pois, alguns microorganismos
patogénicos sdo muito mais sensiveis ao estresse oxidativo que os hospedeiros

humanos.
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4 — ATIVIDADE ANTIMICROBIANA

Staphylococcus aureus e Candida albicans sdo importantes patégenos
para os seres humanos e quase a maioria dos individuos apresentam algum tipo
de infeccédo causada por estes microorganismos durante a vida, cuja gravidade
pode variar desde uma intoxicacdo alimentar ou infeccdo cutanea de pouca
importancia, até infec¢des graves e potencialmente fatais.

O modelo de lesdo causada pelo S. aureus é o furdnculo ou outros
abcessos localizados. O S. aureus quando localizado num foliculo piloso provoca
leséo tecidual e a coagulase produzida por ele, coagula a fibrina ao redor da leséo
e no interior dos vasos linfaticos, resultando na formacdo de uma parede que
limita o processo e € reforcado pelo acumulo de células inflamatérias e,
posteriormente, de tecido fibroso (BROOKS et al. 2000).

A formagdo do abcesso é tipico da infeccdo estafilocécica e a partir de
qualquer foco, os microorganismos podem propagar-se através dos vasos
linfaticos e da corrente sanguinea para outras partes do corpo, sendo que a
supuracdo em veias, que esta associada a trombose, constitui uma caracteristica
dessa disseminacdo. O S. aureus pode causar pneumonia, meningite,
endocardite ou sepse, com supuracdo em qualquer 6rgdo (BROOKS et al. 2000).

Vérias espécies de Candida, em especial C. albicans, podem causar
candidiase. As espécies de Candida colonizam as mucosas de todos os seres
humanos no decorrer ou pouco depois do nascimento, havendo sempre o risco de
infeccdo endgena, sendo a candidiase a micose sistémica mais comum.

A candidiase superficial (cutanea ou mucosa) ocorre em decorréncia de um
aumento no numero de Candida, de lesdo do epitélio, permitindo a invasao local
por leveduras e pseudo-hifas. A candidiase sistémica ocorre quando o
microorganismo penetra na corrente sanguinea e as defesas do hospedeiro sao
inadequadas para impedir o crescimento e a disseminacdo das leveduras
(BROOKS et al. 2000).

A partir da circulacéo, C. albicans pode infectar os rins, fixar-se a proteses
de valvulas cardiacas ou provocar infeccdes em determinadas regides do corpo

como artrite, meningite e outras complicagdes.
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A Escherichia coli € um microorganismo da microbiota intestinal normal e
constitui a causa mais comum de infeccdo das vias urinarias, sendo responsavel
por cerca de 90% das primeiras infec¢gbes urinarias em mulheres jovens. Os
sintomas e sinais mais comuns incluem a freqiiéncia urinaria, disuria, hematuria e
pitria, sendo que esta infec¢cdo pode evoluir provocando bacteremia com sinais
clinicos de sepse (BROOKS et al. 2000).

As Pseudomonas aeruginosa apresentam-se na forma de bastonetes
Gram-negativos, aerobios e méveis, sendo encontrados amplamente no solo, na
agua, em plantas, animais e costuma, também, ser encontrada em ambientes
umidos em hospitais. Frequentemente sdo observadas em pequeno numero na
microbiota intestinal normal e pele dos seres humanos.

A P. aeruginosa pode colonizar os seres humanos sadios, nos quais atua
como saprofita, podendo tornar-se patogénica nos hospedeiros com a defesa
organica debilitada.

Esta bactéria adere as mucosas ou a pele e as coloniza, invadindo-as
localmente e produzindo doenca sistémica. Estes processos sao promovidos por
enzimas, toxinas e pelas fimbrias (pill) que estendem-se a partir da superficie
celular e promovem a fixacdo da bactéria a células epiteliais do hospedeiro. O
lipopolissacarideo desempenha um papel direto na febre, choque, oliguria,
leucocitose e leucopenia, coagulacdo vascular disseminada e sindrome
respiratoria do adulto (BROOKS et al. 2000).

P. aeruginosa e outras espécies de Pseudomonas sao resistentes a muito
agentes antimicrobianos e, por conseguinte, tornam-se dominantes e importantes

quando bactérias mais suscetiveis da microbiota normal sdo suprimidas.
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5 — ATIVIDADE ANTIOXIDANTE

O processo de oxidacédo € a transferéncia de elétrons de um atomo para
outro, sendo este processo essencial para a vida aer6bia e para 0 nosso
metabolismo j& que o oxigénio é o ultimo receptor no sistema de fluxo de elétron
gue produz energia na forma de ATP (DAVIES, 1995).

As espécies reativas de oxigénio (EROs) sdo encontradas em todos 0s
sistemas bioldgicos, sendo que em condicbes fisiologicas normais do
metabolismo celular aerdbio, o O, sofre reducéo tetravalente, com aceitacdo de
quatro elétrons, resultando na formacédo de H,O. Nesse processo sdo formados
intermediarios reativos, como os radicais superoxido (O2"), hidroperoxila (HO,) e
ion hidroxila (OH'), e o peréxido de hidrogénio (H20;). A reducdo completa do O,
ocorre na mitocondria e a reatividade das EROs é neutralizada com a entrada dos
guatro elétrons (ANTOLOVICH, 2002).

Quando um excesso de radicais livres é formado, ocorre uma sobrecarga
nas enzimas protetoras, como a superoxido dismutase, catalase e peroxidase,
causando efeitos destrutivos e letais das células. Esse efeito letal ocorre através
da oxidacdo das membranas lipidicas, proteinas celulares, DNA e enzimas, as
quais tém por consequéncia o bloqueio da respiracdo celular (ANTOLOVICH,
2002).

O processo de oxidacao lipidica pode ser ocasionado por um grande
namero de fenébmenos fisicos e quimicos, desempenhando um papel importante
na deteriorizacdo de componentes celulares, e pode ocorrer por trés vias
diferentes: a) reacdo ndo enzimatica mediada por radicais livres, b) foto-oxidacéo
nao enzimatica e b) reacao enzimatica.

A reacdo nao enzimética mediada por radicais livres € a via classica que
leva a iniciagdo e a rapida propagacdo de cadeias destrutivas, apresentando as
etapas de iniciacao, propagacéao, ramificacdo e término como mostrado no quadro

em seguida.
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Quadro 02: Reagédo ndo enzimatica mediada por radicais livres.
Fonte: ANTOLOVICH, 2002.

Iniciacdo
LH+R — L +RH

Onde LH representa o substrato, por exemplo um lipidio, sendo R o radical livre iniciador. A oxidacéo de
lipidio gera um radical alil altamente reativo (L’), que rapidamente reage com o oxigénio, formando o radical
peroxil (LOO).

Propagacéo
L'+ O, —» LOO
LOO +LH — L + LOOH

Os hidroperoxidos lipidicos(LOOH), os quais podem se transformar em uma série de substancias como,
alcodis, aldeidos, cetonas, hidrocarbonetos e radicais alcoxil (LO).

Ramificacéo
LOOH — LO" + OH'
2LOOH — LOO" + LO® +H,0
LOOH + M™ + H" - LO" + M™* + H,0

LOOH + M™Y* 4+ OH — LOO" + M™ + H,0

A quebra de hidroperéxidos lipidicos freqlientemente envolvem catalises de ions de metais de transicao, em
reacdes anélogas aquelas com perdxido de hidrogénio, resultando em radicais lipidicos alcoxil e peroxil.

Término
LO — LO
LOO" — LOO —produtos nédo radicalares

LOO — LO

Antioxidante € qualquer substancia que em baixas concentracoes,
comparadas com aquelas do substrato oxidavel, retarda ou inibe
significantemente a oxidag¢ao do substrato (ANTOLOVICH, 2002).

Os antioxidantes podem ser classificados em naturais ou sintéticos. O
comportamento antioxidante os compostos fenolicos parece estar relacionado
com sua capacidade de quelar metais, inibir a lipooxigenase e capturarem
radicais livres, mas em certas ocasides podem promover reacdes de oxigenacao

in vitro. Os compostos fendlicos atuam com antioxidante, quelando metais, que de
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certa maneira, incrementando sua capacidade para formar radicais livres de
peroxidos (VALVERDE, 2000).

O estado de oxidacédo das células é uma consequéncia do balango entre os
niveis de EROs, oxidantes e redutores equivalentes. A elevacdo nos niveis de
EROs acima da capacidade de tamponamento e atividade enzimatica designada
para modular o niveis dessas espécies resulta em estresse oxidativo
potencialmente citotoxico. Nesta condicdo pro-oxidante, radicais altamente
reativos podem danificar o DNA, RNA, proteinas e componentes lipidicos, que

podem levar a morte celular.
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I — OBJETIVOS

- Geral:

Contribuir para a padronizagdo do vegetal e de insumos obtidos a
partir dele, otimizando parametros fitoquimicos e biologicos, que estabelecam

critérios para seu uso adequado como recurso terapéutico eficaz e seguro.

- Especificos:

- Determinar o perfil cromatografico do extrato etandlico e fragdes,
por Cromatografia de Camada Delgada (CCD) e Cromatografia Liquida de Alta
Eficiéncia (CLAE);

- Caracterizar substancias com potencial para marcadores de
qualidade;

- Avaliar a atividade microbiol6gica do extrato etandlico e suas
fracOes;

- Determinar a Concentracgéo Inibitéria Minima do extrato etandlico e
suas fracoes;

- Avaliar a atividade antioxidante do extrato etandlico e dos principais

constituintes quimicos isolados.
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IV - METODOLOGIA

1 - MATERIAIS E EQUIPAMENTOS

1.1 - REAGENTES
Acetona
Acetato de etila
Acetonitrila
Agar Miiller Hinton
Cloroférmio
Cloroférmio deuterado
Etanol
Hexano
Hidréxido de potassio
Metanol
Dimetil-sulféxido — DMSO
Silica gel para cromatografia de camada delgada
Silica gel para cromatografia em coluna

Sulfato de sédio anidro

1.2 - EQUIPAMENTOS
Moinho de facas de ago inoxidavel Tecnal, modelo TCL-650
Evaporador rotativo BUCHI R 300
Espectrofotdmetro de UV-VIS Spectrum SP 2000
Céamara de ultravioleta de 254 e 365nm
Ultra som Mac Clean 1450
Balanca analitica GEHAKA BK 600
Estufa de circulacdo de ar forcado QUIMIS
Estufa Medicate 1.2
Cromatogréfo liquido com sistema LaChrom 7000 MERCK HITACHI® com
detector de arranjo de diodo (DAD) e coluna Agilent LiChrospher100 (250
mm X 4.6 mm).
Equipamento de RMN Variant Plus 300 MHz.
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2 - COLETA E IDENTIFICACAO DO MATERIAL BOTANICO

O material vegetal foi adquirido da Associacdo de Vendedores de Ervas
Medicinais do Mercado do Ver-O-Peso, tendo sido coletado no més de outubro de
2007, no bairro do Bengui.

A identificag@o botéanica foi realizada pelo Prof°. Dr. Mario Jardim, atraves
de comparacdo da exsicata elaborada com o material vegetal (figura 07), com a
depositada no Herbario Jodo Murca Pires, do Museu Paraense Emilio Goeldi sob
0 numero 10543.

Figura 7 - Exsicata de E. plicata Herb. elaborada para identificacdo botanica.

3 - SECAGEM E TRITURACAO DO MATERIAL VEGETAL

Os bulbos foram separados, lavados e, apds serem selecionados, foram
debulhados e colocados para secar a temperatura ambiente, por 02 dias. Em
seguida, foram colocados em estufa com corrente de ar forcado a uma
temperatura média de 40 °C, para estabilizar o material vegetal. Apos a secagem
0 material vegetal foi triturado em moinho de facas, obtendo-se 1,20 Kg de droga

seca e moida.

32



4 - OBTENCAO DO EXTRATO ETANOLICO

O extrato etandlico (EE)

foi

obtido por percolacdo, utilizando-se

aproximadamente 500 g de droga seca e moida, e etanol 92° GL, como liquido

extrator. Terminada a percolac¢ao o solvente foi retirado em evaporador rotativo.

5 — FRACIONAMENTO DO EXTRATO ETANOLICO

O fracionamento do EE ocorreu como mostrado no fluxograma abaixo.

EE

EE

500mL metanol/agua (1:1)

HEXANO 4X100mL
Sulfato de sédio anidro

PARTICAO

E.R
CLOROFORMIO 5X100mL
Sulfato de sédio anidro
FH E.R
ACETATO DE ETILA 5X100mL
Sulfato de so6dio anidro FC
E.R
FA

E.R

FR

Fluxograma 01- Fracionamento do EE, utilizando-se solventes de polaridades crescente.
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Aproximadamente 30 g do EE foram suspensos num volume de 500 mL de
uma mistura metanol/dgua (1:1) e, em seguida, submetido a uma particao
liquido/liquido, utilizando-se solventes de polaridades crescentes. Nesta particao
foram usados os solventes hexano, cloroférmio e acetato de etila.

A fracdo hexanica foi obtida utilizando-se 04 (quatro) aliquotas de 100 mL
de hexano. Logo apds, o solvente foi retirado em evaporador rotativo.

A fracdo cloroférmica foi obtida utilizando-se 05 (cinco) aliquotas de 100
mL de cloroférmio. Em seguida, o solvente foi retirado em evaporador rotativo a
baixa pressao.

A solucao hidroalcodlica restante foi submetida a particdo com 05 (cinco)
aliquotas de 100 mL de acetato de etila. Posteriormente, 0 solvente foi retirado

em evaporador rotativo.

6 - ABORDAGEM FITOQUIMICA.

Foram realizados testes fitoquimicos com a finalidade de detectar a
presenca de 18 classes de metabdlitos secundarios, no EE e suas fracoes,
utilizando-se como referéncia para este procedimento o Manual para Analise
Fitoquimica e Cromatografica de Extratos Vegetais (BARBOSA; PINTO, 2001).

7 - CROMATOGRAFIA EM CAMADA DELGADA (CCD)

O EE e a suas fra¢gGes foram submetidos a analises por Cromatografia em
Camada Delgada (CCD), com o objetivo de se obter o perfil cromatografico.

Para este procedimento foram utilizadas placas cromatograficas
manufaturadas de silica gel em suporte de vidro.

Nas analises de CCDs foram utilizados os seguintes sistemas de eluente:
hexano/acetona (80:20), cloroférmio/metanol (90:10), cloroférmio/metanol/agua
(70:25:05), cloroférmio/acetona (99:03) e cloroférmio/acetona (99:01).

As CCDs foram observada sob luz visivel e luz ultra-violeta (UV) nos
comprimentos de onda de 254nm e 365 nm e, em seguida, borrifadas com

solucdo uma metandlica de KOH a 10% para observar a presenca de quinonas.
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O perfil cromatografico foi obtido através da determinacdo do Fator de
Retencédo (Rf) de cada constituinte quimico presente nas amostras.

8 - AVALIACAO DA ATIVIDADE ANTIMICROBIANA

Para avaliacdo da atividade antimicrobiana foi empregada a técnica de
difusdo de disco em meio solido, com os discos impregnados com as amostras,
previamente dissolvidas em dimetil-sulféxido (DMSO).

Nesta avaliacdo foram utilizidas cepas de Staphylococcus aureus (ATCC
25923), Pseudomonas aerujginosa (ATCC 10145), Escherichia coli (ATCC
25922), Candida albicans (ATCC 10231).

Uma aliquota de 500 mg do EE e de cada amostra foi dissolvida com 1 mL
de DMSO, obtendo-se solugbes de 500 mg/mL, as quais foram diluidas
sucessivamente, para se obter solu¢cdes nas concentragdes 250 mg/mL, 125
mg/mL e 62,5 mg/mL.

Os discos de papel de filtro Whatmam tipo n® 03 com 6 mm, esterilizados
previamente em autoclave, foram impregnados com 10 pL de cada solucao e
colocados em estufa a uma temperatura de 30 °C, para evaporar o solvente.

As suspensfes contendo as cepas dos microorganismos foram preparadas
com caldo Mueller Hinton, sendo a turbidez comparada com tudo n° 05 da escala
de Mcfarland.

Os microorganismos foram semeados com a ajuda de um swab, em toda a
superficie das placas contendo o meio agar Mdller Hinton, deixando-as para secar
a temperatura ambiente durante 05 minutos.

Com uma pinca esterelizada os discos de difusdo, secos, foram colocados
na superficie dos meios de cultura, fazendo uma leve pressao para que os disco
ficassem bem aderidos, deixando uma distancia de 02 cm das bordas.

As placas foram incubadas em estufa a temperatura de 35°C por 24 h. Em
seguida, realizando-se a medicdo, com uma régua, do halo de inibicdo formado
ao redor do disco.

Considerou-se com atividade antimicrobiana as amostras que

apresentaram halo de inibicdo de tamanho igual o superior a 8 mm e sem
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atividade os que nao apresentaram formacéo de halo ao redor do disco ou halo

de inibicdo menor que 8 mm.

9 — DETERMINACAO DA CONCENTRACAO INIBITORIA MINIMA (CIM)

O extrato etandlico e fracdo cloroférmica, por apresentarem as melhores
atividades antimicrobiana, foram submetidas a determinacéo da CIM, testando-se
as diluicdes de 125, 62.5, 31.25 e 15.62 mg/mL pela técnica de microdiluicdo em
caldo, utilizando placas de ELISA (BERTINI et al 2006).

Foram preparadas suspensdes de cada cepa em caldo Muller Hinton,
ajustads a turbidez com o tubo 0,5 da escala de Mac Farland.

Os pocos das placas foram preenchidos com 10 microlitros da suspenséao
do microorganismo e com 10 pL das solugdes de cada concentracdo da fracéo
dissolvido em DMSO e com 180 pL de caldo Muller Hinton.

Utilizou-se como controle de crescimento, um poco contendo 10
microlitros da suspensdo do microorganismo e 190 pL de caldo Mdller Hinton. As
placas foram cobertas com parafilme e incubadas em estufa a temperatura de 35
°C por 24 h.

A leitura foi realizada em leitor de ELISA, em absorbancia, no
comprimento de onda de 600 nm, comparando-se as leituras dos po¢os contendo
o EE a fracao cloroférmica nas diferentes concentragcdes com o controle.

Foi considerada como Concentracdo Inibitéria Minima (CIM) a menor
concentragdo do extrato etandlico e da fragdo cloroférmica capaz de inibir o
crescimento microbiano, ou seja, a leitura menor que a do poco controle contendo

caldo e a suspensao microbiana.
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10 — ISOLAMENTO DOS PRINCIPAIS CONSTITUINTES QUIMICOS

Os constituintes quimicos foram obtidos conforme descrito no fluxograma

abaixo.

Cromatografia em coluna (40x2.0 cm)
Silica gel 32x63 um

209
FC liofilizada

Eluente:cloroférmio/acetona(99,5:0,5)

A-1 (83 mg) Epl A-2 (380 mg) A-3 (71 mg) A-4 (156 mg)
Cromatografia em coluna (35x1.5 cm) Cloroférmio/acetona 99.5:0.5
Silica gel 32x63 um T
B-1 (175 mQ) B-2 (12 mg) B-3 (53 mg) B-4 (74 mq)
Cloroférmio/acetonal cromatografia em coluna (20x1.5 cm)
99,3:0,7 Silica de fase normal
C-1 (8 mg) C-2 (28 mg) C-3 (22 mg) C-4 (69 mg) C-5 (15 mg)

Cromatografia preparativa de
fase normal (20X20 cm)

Ep2 51mg

Cloroférmio/acetona

99:1

Fluxograma 02- Isolamento das substancias Epl e Ep2 a partir da fracéo cloroférmica.

Cerca de 2,5 g da fracdo clorofémica foram suspensas em agua destilada

e, em seguida, colocada para liofilizar.

Com 2,0 g da fracdo cloroférmica liofilizada foi realizada separacéo

cromatografica em coluna (40 x 2.0 cm) utilizando-se silica gel de 32-63 um como

fase estacionaria e clorofomio/acetona (99,5:0,5) como fase mével.
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O monitoramento da coluna foi feito por CCD, observando-se a separagéo
dos constituintes quimicos, sendo as cromatoplacas borrifadas com uma solugéo
alcoolica de KOH 10% para se verificar a possivel presenca de naftoquinonas.

As fracbes foram reunidas observando-se a semelhanca dos perfis de
CCD, obtendo-se as seguintes amostras: Al= 83 mg, A2=380 mg, A3=71mge
A4= 156 mg.

A amostra A2 foi submetida a nova separacdo cromatografica em coluna
(35 x 1.5 cm) utilizando-se silica gel de 32-63 um como fase estacionaria e
clorofémio/acetona (99,5:0,5) como fase moédvel, sendo monitorada por CCD,
obtendo-se as seguintes amostras: B1= 175 mg, B2= 12 mg, B3=53 mg e B4=74
mg.

A amostra B1 foi submetida a outra separacéo por cromatografia em coluna
(20 x 1.5 cm), utilizando-se como fase estacionaria silica de fase normal e
cloroférmio/acetona (99,3:0,7) como fase movel, também monitorada através de
CCD, obtendo-se as seguintes amostras: C1= 8 mg, C2= 28 mg, C3= 22 mg, C4=
69 mg, C5= 15 mg.

O cromatograma da amostra C4 mostrou a melhor separacdo das
naftoquinonas, esta fragcdo foi submetida a cromatografia de camada delgada
preparativa para o isolamento destes constituintes quimicos.

Com 65 mg da amostra C4 foi realizada a separacdo cromatografica
preparativa, utilizando-se cromatoplacas padronizadas (20x20 cm) de silica gel de
fase normal como fase estacionaria e como eluente cloroférmio/acetona (99:1).

As manchas caracteristicas de naftoquinonas foram raspadas da placa
cromatografica e, em seguida, solubilizadas numa mistura de cloroférmio/acetona

(99:1) e a solucao filtrada em papel de filtro para retirada da silica.
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11 — CARACTERIZACAO QUIMICA DAS SUBSTANCIAS ISOLADAS

Cerca de 20 mg de Epl e Ep2 foram dissolvidas em cloroférmio deuterado
(CDCI3) e analisados em equipamento de RMN da marca Variant Plus, na
frequéncia de 300 MHz.

A caracterizagdo dos constituintes quimicos isolados foi realizada através
de comparacdo dos espectros de RMN de *H e RMN de *3C, com os espectros de
substancias ja isoladas de outras espécies do género Eleutherine, existentes na

literatura cientifica.

12 — OBTENCAO DO PERFIL CROMATOGRAFICO POR CLAE DO EXTRATO
ETANOLICO E FRACAO CLOROFORMICA

O perfil cromatografico por CLAE foi determinado em sistema LaChrom
7000 MERCK HITACHI® com detector de arranjo de diodo (DAD) e coluna Agilent
LiChrospher100 (250 mm x 4.6 mm).

A fase movel constituida por agua ultra pura e acetonitrila (ACN),
utilizando-se a programacéo descrita na Tabela 01.

Tabela 01 — Condi¢cBes cromatograficas de obtencao do perfil por CLAE do EE, FC
Isoeleuterol e Isoeleuterina

Tempo H,O ACN
(minutos) (%) (%)

00 85 15
10 70 30
10 50 50
10 20 80

O fluxo utilizado foi de 1 mL/mm, forno com temperatura de 26 °C obtendo-
se espectros no comprimento de onda variando de 200 a 500 nm, adaptado de

Paramapojn et al ( 2008).
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As amostras foram aplicadas em aliqguotas de 50 pL, nas seguintes
concentracdes: substancia Epl 500 pg/mL, substancia Ep2 1mg/mL, FC 2500
pg/mL e EE 1mL.

13 — AVALIACAO DA ATIVIDADE ANTIOXIDANTE DO EXTRATO ETANOLICO,
ISOELEUTEROL E ISOELEUTERINA

A capacidade antioxidante foi avaliada através da reacao do EE, Epl e Ep2
com o radical livre 2,2-difenil-1-picrilhidrazil (DPPH™), utilizando-se como padr&o o
butil-hidroxi-tolueno (BHT). A reacéo foi acompanhada pela mudanca de cor e a
atividade é avaliada pelo decréscimo da absorbancia em 517 nm em relacdo ao

correspondente solvente branco (BLOIS, 1958).
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V — RESULTADOS E DISCUSSAO

1 — IDENTIFICACAO BOTANICA

O material vegetal foi identificado como um exemplar da espécie
Eleutherine plicata Herb., a qual € de ocorréncia muito comum na regido

Amazonica, ndo sendo mencionado pelo identificador possiveis sinonimias.

2 — OBTENCAO E FRACIONAMENTO DO EXTRATO ETANOLICO

ApOs a percolacao de cerca de 500 g de droga seca e moida, o solvente foi
retirado em evaporador rotativo, a baixa pressdo e temperatura de 40 °C,
obtendo-se 63 g de extrato etandlico (EE).

O solvente das frac6es hexanica, cloroférmica, acetato de etila e residual
foram retirados em evaporador rotativo, obtendo-se como rendimento 2,103 g de
fracdo hexanica (FH=7%), 3,224 g de fracdo cloroférmica (FC=11%), 5,551 g de
fracdo acetato de etila (FA=18%) e 12,494 g de fracdo residual (FR=41%).

3 — ABORDAGEM FITOQUIMICA

O EE e suas fracfes foram avaliados quanto a presenca de 18 classes de

metabdlitos secundarios, sendo positivo para os seguintes metabdlitos:

QUADRO 03 — Classes de metabdlitos secundarios detectadas na abordagem fitoquimica.

CLASSE AMOSTRAS

METABOLITO EE FH FC FA FR
ESTEROIDES E TRITERPENOIDES + + + ; _
AZULENOS + + + " n
ACUCARES REDUTORES + - i ; }
ANTRAQUINONAS + + + - -
NAFTOQUINONAS + + + ; ]
SAPONINAS - ; } ¥ +
FENOIS E TANINOS - - - ¥ ¥
DERIVADOS DA CUMARINA - - - + +
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No EE, FH e FC foi detectada a presenca de esterdides, triterpendies,
azulenos, antraquinonas e naftoquinonas (Quadro 03). Na FA e FR foi detectada
a presenca de azulenos, fendis e taninos e de derivados da cumarina, sendo a

presenca de agUcares redutores detectada apenas no EE.

4 - ANALISE DE CROMATOGRAFIA DE CAMADA DELGADA

As analises de CCD foram realizadas com o objetivo de estabelecer o perfil
cromatografico do EE e fragbes FH e FC, deste modo, contribuir para o controle
de qualidade da droga e seus derivados.

Diversos sistemas de eluentes foram testados para se estabelecer o perfil
cromatografico, sendo que, o sistema de fase normal de silica gel e o sistema
eluente cloroférmio:acetona (99:1), foi o que produziu o cromatograma de melhor
resolucao.

Na Figura 8.a, pode-se observar na regidao de luz visivel trés zonas de
coloracdo amarela com Rfs 0,25, 0,31 e 0,44 tanto no EE, quanto nas fracées.

Outra zona de cor rosea foi observada na regido do visivel com Rf 0,62 e
0,5 apenas na fragdo hexanica.

Quando o cromatograma foi observado sob luz ultravioleta de comprimento
de onda de 254 nm (Figura 8b), pode-se observar trés zonas de absor¢cdo no EE
e nas fragOes, apresentado Rfs 0,25, 0,31 e 0,44, respectivamente. Sendo que,
em FH observou-se, ainda, uma mancha de absor¢do com Rf 0,62.

O cromatograma apos ser borrifado com solucdo metandlica de KOH a
10% (Figura 8c), o qual € um reagente caracteristico para quinonas, observou-se
a presenca de manchas de cor marrom com Rfs 0,25, 0,31 e 0,44, indicativo da
presenca de naftoquinonas (WAGNER; BLAT,2001), no EE e nas fracbes. Em FH

observou-se a presenca de 03 manchas com Rfs 0,5, 0,62 e 0,87 de cor réseo.
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0.62

0.87

0.6z

0.50 0.50
044
0.44
0.31 0.3 0.31
0.2t 0.2¢ 0.25
EE FH FC EE FH FC EE FH CF
a) VISIVEL b) UV 254 nm c) VISIVEL.Revelado ¢ sol.

metandlica de KOH 10%
Figura 08 — Cromatograma obtido sobre gel de silica normal com eluente cloroférmio/acetona
99:1.
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5 - AVALIACAO DA ATIVIDADE ANTIMICROBIANA E DETERMINACAO DA
CONCENTRACAO INIBITORIA MINIMA (CIM).

5.1 — AVALIACAO DA ATIVIDADE ANTIMICROBIANA
O EE e as fragbes FC, FH, FA e FR foram submetidos a avaliagao de

atividade antimicrobiana, obtendo-se os resultados segundo a Tabela 02.
Tabela 02 - Avaliacdo da atividade antimicrobiana do EE, FC, FH, FA e FR.

EE e fracbes MICROORGANISMOS
(concentragdes mg/ml) (Tamanho do halo de inibigdo mm)
C. albicans S.aureus E. coli P. aeruginosas

EE (Halo de inibicdo/mm)
500 14 15 -
250 12 14 -
125 10 11 -
62,5 i 8 i
FC

500 17 19 -
250 14 18 -
125 12 15 -
62,5 10 12 -
FH

500 14 12 .
250 9 10 -
125 - - -
62,5 - - -
FA

500 - - -
250 - - -
125 - - -
62,5 - - -
FR

500 - - -
250 - - -
125 - - -
62,5 - - -

(-) Resitente.
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Como observado na Tabela 02, as fragoes FA e FR foram inativas frente as
cepas dos microorganismos testados, pois, ndo houve a formacao de halos de
inibicdo de crescimento em todas as suas concentragdes testadas.

Na avaliacao da atividade antimicrobiana para C. albicans o EE apresentou
atividade nas concentragdes de 500 mg/mL, 250 mg/mL e 125 mg/mL. A amostra
na concentracdo de 62,5 mg/mL apresentou halo de inibicgdo menor que 8 mm,
sendo considerado néo ativa.

A fracdo cloroférmica (FC) apresentou atividade nas concentracdes de
500mg/mL, 250mg/mL, 125mg/mL e 62,5mg/mL, com halos de inibicdo de
crescimento maiores que os observados para EE (Tabela 02).

A fracdo hexanica (FH) apresentou atividade contra C. albicans somente
nas concentracdes 500 mg/mL e 250 mg/mL. A concentracdo 125mg/mL o halo
de inibicdo foi menor do que o desejado (8 mm), sendo considerado nao ativa. A
concentragdo 62,5mg/mL n&o inibiu o crescimento do microorganismo, portanto,
foi considerada inativa.

A FC, frente as cepas de C. albicans inibiu o crescimento C. albicans em
todas as suas concentragcdes, com halos de inibicdo de crescimento bem
superiores que ao EE e FH. Portanto, na Tabela 02 e Figura 09 observamos que
FC é a fracdo mais ativa na inibicdo do crescimento de C. albicans.

a) EE b) FC c) FH

Figura 09 — Antibiograma realizado com C. albicans.
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Na avaliacdo da atividade contra S. aureus o EE e FC apresentaram halos
inibicdo de satisfatorios em todas as contragfes testada, conforme Tabela 02 e
Figura 10. A FH apresentou atividade apenas nas concentra¢cdes 500 mg/mL e
250 mg/mL. Nas concentracbes 125 mg/mL e 62,5 mg/mL os halos de inibicéo
formados foram menores que o desejado, sendo consideradas inativas.

Ainda com base nos resultados mostrados na Tabela 02 e Figura 10, FC

pode ser considerada a mais ativa, pois, apresentou os maiores halos de inibic&o.

a) EE b) FC c) FH

Figura 10 — Antibiograma realizado com S. aureus.

Na avaliacdo da atividade antimicrobiana realizada com cepas de E. coli e
P.aeruginosa, ndo houve a formacao de halos de inibicdo de crescimento. Com
isso evidenciou-se que o EE, FC e as demais fracdes sao inativas frente a estes

microorganismos.
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4.2 — DETERMINACAO DA CONCENTRAGAO INIBITORIA MINIMA

O EE e FC por apresentarem os melhores resultados na avaliacdo da
atividade antimicrobiana foram submetidos a determinacdo da Concentracéo
Inibitéria Minima (CIM), obtendo-se como resultado os dados que constam na
Tabela 03.

Tabela 03 - Concentracao Inibitéria Minima (CIM) do EE e FC

Amostras C. albicans S. aureus
(Concentracbes mg/mL)

EE

125 + +
62,5 + +
31,25 - -
15,62 - -

FC

125 + +
62,5 + +
31,25 + +
15,62 - -

+ Inibicdo de crescimento
- N&o houve inibicdo de crescimento

Como observado na Tabela 03, o EE apresentou como CIM a
concentracdo de 62,5 mg/mL, e FC a concentracdo de 31,25 mg/mL. Estes
resultados mostram que FC apresenta a melhor atividade contra C. albicans e S.
aureus, por apresentar a menor concentracdo inibitéria, indicando elevada
concentracéo de ativos.

A abordagem fitoquimica do EE e FC detectou a presenca de
naftoquinonas, 0s quais sdo metabolitos secundarios que apresentam acao
antifingica, antibacteriana e antiparasitaria conhecida. Este fato, sugere que a
inibicdo do crescimento das cepas destes microorganismos pode ser devida a

presenca destes constituintes quimicos.
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Estes patdgenos desenvolvem rapidamente resisténcia a numerosos
agentes antimicrobianos e, portanto, constituem problemas terapéuticos de dificil
resolucdo. Com os resultados obtidos na avaliacdo da atividade antimicrobiana e
CIM podemos observar o potencial terapéutico que este vegetal possui, e por
consequéncia a possibilidade de aplicacdo dele, ou de produtos oriundos, na

prevencao e tratamento de doencas causadas por S. aureus e C. albicans.

6 — ISOLAMENTO DOS CONSTITUINTES QUIMICOS

O monitoramento por CCD mostrou que a amostra A-1 (83 mg), tratava-se
de um constituinte quimico isolado, o qual foi denominado Ep1.

A amostra C4 (69 mg) apdés ser submetida a cromatografia de camada
delgada preparativa e ter as manchas caracteristicas de naftoquinonas raspadas,
apresentou como rendimento 51 mg deste possivel metabdlito secundario, o qual

foi denominado de Ep2.

48



7 - CARACTERIZACAO QUIMICA DOS CONSTITUINTES QUIMICOS
ISOLADOS

7.1 — CARACTERIZACAO DA SUBSTANCIA Epl- ISOELEUTEROL

O espectro de RMN*H (Figura 11), da substancia 01 mostra a presenca de
04 hidrogénios aromaticos H-4. H-6, H-7 e H-8. O hidrogénio aromatico H-4
aparece como um singleto (& 7,86ppm), o hidrogénio H-6 (& 7,545ppm) aparece
acoplado com o hidrogénio H-7 (& 7,399ppm) na forma de dupleto.

O hidrogénio H-7 (& 7,399ppm) acopla com os hidrogénios H-6 (&
7,545ppm) e H-8(d 6,940ppm), aparecendo na forma de duplo dupleto superposto
ou falso tripleto. O hidrogénio H-8 (& 6,940ppm) aparece acoplado com o
hidrogénio H-7(d 7,399) na forma de dupleto.

A figura 13 mostra um singleto (& 4,108ppm) referente aos hidrogénios do
grupo metoéxi, ligado ao anel aromatico. Verifica-se também a presenca dos
hidrogénios do grupo metila (& 1,736ppm) ligado ao carbono 01 na posi¢cdo do
anel furanico, acoplado com o H -1(d 5,718ppm), aparecendo como um dupleto.

O hidrogénio ligado na posicéo 1(d 5,718ppm) acopla com os hidrogénios
do grupo metila, mostrando-se com um quarteto. Por dltimo verificamos o
hidrogénio fendlico (6 9,644) como um singleto.

A Tabela 04 mostra a comparacéo dos dados do espectro de RMN *H da
substancia 01 com os dados da literatura cientifica, onde verifica-se que o
composto Epl apresenta as mesmas caracteristicas do constituinte Isoeleuterol.
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Tabela 04 — Dados de RMN'H da substancia Ep1, em comparacdo com o Isoeleuterol.

HIDROGENIO SUBSTANCIAEpl | *ISOELEUTEROL | MULTIPLICIDADE [ J (Hz)
S(ppm) S(ppm)

1-ME 1,736 1,73 d 6.5
8-OME 4,108 4,11 S

H-1 5,718 5,70 dd 6.5

H-5 6,927 6,93 d 7.7

H-6 7,399 7,39 t 7.7

H-7 7,545 7,54 t 7.7
H-4 7,863 7,84 S
9-OH 9,644 9,63 S

*Fonte: HARA et al, 1997.

Os dados do espectro de RMN **C da substancia Epl, constantes nas
Figuras 12a e12b mostrou a presenca de 14 atomos carbonos.

Pode-se verificar na Figura 12b dois sinais com deslocamentos 6 19,34 e &
56,77, caracteristico dos carbonos metilicos C-11 e C-10, respectivamente, e um
pico com deslocamento & 76,80 é caracteristicos do carbono secundarios C-1.

A Figura 12a mostra picos com deslocamentos & 126,79, & 123,82, &
116,67 e & 106,44 correspondem aos carbonos C-4, C-5, C-6 e C-7,
respectivamente.

O carbono C-3 do anel piranico, que esta ligado a dois a&tomos de oxigénio,
apresenta um pico com deslocamento & 170,69, enquanto os carbonos
aromaticos C-4a e C-8a apresentam deslocamentos com picos & 137,37 e ©
117,66.

O pico com deslocamento & 156,42 refere-se ao carbono C-8 ligado ao
grupo metoxi, enquanto que o pico 6 149,20 ao carbono C-9 ligado a hidroxila.

Notamos, ainda, que os carbonos C-3a e C-9a do anel furéanico apresenta

picos com deslocamentos © 126,04 e 6 128,07, respectivamente.
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Tabela 05 — Dados de RMN **C da substancia Ep1, em comparacdo com o Isoeleuterol.

CARBONO SUBSTANCIAEpl | *ISOELEUTEROL

S(ppm) S(ppm)

C-11 19,35 19,18
C-10 56,57 56,43
C-1 76,80 76,64
C-7 106,44 106,33
C-6 116,67 116,50
C-8a 117,66 117,54
C-5 123,82 123,67
C-3a 126,04 125,92
C-4 126,79 126,61
C-9a 128.07 127,94
C-4a 137,37 137,24
C-9 149,35 149,20
C-8 156,42 156,61
C-3 170,69 170,55

*Fonte: HARA et al, 1997.

Os dados dos espectros de RMN 'H e '*C da substancia Epl em
comparacdo com os da literatura cientifica (Tabelas 04 e 05), nos mostram que
este constituinte quimico trata-se do Isoeleuterol, o qual ja foi isolado de
Eleutherine americana MERR. et HEYNE, por HARA et al (1997), sendo pela
primeira vez isolado em E.plicata Herb.

Estudo realizado por HARA et al (1997) verificaram que o isoeleuterol nédo
inibiu a enzima topoisomerase II-DNA dependente, mas mostrou significante
atividade inibitéria da replicacdo do HIV em linfécitos H9, apresentando TI=13,4
(T1=25.0 considerado significante).

O fato de o Isoeleuterol parecer mais estavel e ser o constituinte quimico
majoritario no EE, o coloca em posicédo privilegiada para ser usado como marcado

quimico de qualidade do EE e de produtos obtidos a partir dele.
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7.2 — CARACTERIZACAO DA SUBSTANCIA Ep2-ISOELEUTERINA

A substancia Ep2 foi analisada por RMNH, e a caracterizacéo foi feita por
comparacao dos dados do espectro obtido, com os dados da literatura cientifica
(Tabela 06).

Observamos nas Figuras 13a e 13b, que os hidrogénios 6H, 7H e 8-H, do
anel aromatico, aparecem em & 7,73, & 7,64 e & 7,27, respectivamente com
constante de acoplamento idéntica e igual a Jgn-s4=6.7. O hidrogénio 6-H aparece
em forma de dupleto acoplando com 7-H, que por sua vez aparece em forma de
tripleto acoplando com 6-H e 8H.

Os hidrogénios 1-ME e 1-H aparecem como dupleto com & 1.33 e & 1.54,

respectivamente e os hidrogénios 3-ME mostram-se como dupleto com & 1,34.

Tabela 06 — Dados de RMN'H da substancia Ep2, em comparacdo com a Isoeleuterina.

HIDROGENIO SUBSTANCIAEp2 | *ISOELEUTERINA | MULTIP. J (H2)
S(ppm) S(ppm)
3-ME 1,33 1,34 d 6.1
1-ME 1,53 1,53 d 6.7
4-BH 2,23 2,23 dd 11.0-19.0
4-aH 2,69 2,68 dd 3.5-19.0
3-H 3,95 3,96 m
9-OME 4,0 4,0 S
1-H 5,0 5,01 q 6.7
8-H 7,27 7,27 d 6.7
7-H 7,64 7,64 t 6.7
6-H 7,73 7,74 d 6.7

*Fonte: HARA et al, 1997.

Quando comparamos os dados do espectro da RMN 'H (Figuras 13a e
13b) com os da literatura cientifica, observamos que a substancia Ep2 trata-se do
composto quimico Isoeleuterina, uma naftoquinona ja isolada de Eleutherine
americana Merr. por HARA et al (1997) e Eleutherine bulbosa Mill (Alves et al,
2003).
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8 - PERFIL CROMATOGRAFICO OBTIDO POR CLAE DO EE, FC,
ISOELEUTEROL E ISOELEUTERINA

O perfil cromatografico por CLAE, foi obtido utilizando-se o método
desenvolvido por Paramapojn e colaboradores (2008), com modificacdes. Sendo
qgue os melhores cromatogramas foram observados no comprimento de onda de
250 nm.

O cromatograma do EE apresentou dois picos de grande intensidade com
tempo de retencédo (Rt) de 18,93 e 20,83 minutos, com areas de 45854675 e
60180902 e pureza de 99,97% e 99,72% (Figura 14).
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Figura 14 - Cromatograma obtido por CLAE do EE, no comprimento de onda de 250nm.

O cromatograma da fragdo cloroférmica apresentou como picos de maior
intensidade aqueles com RT de 19,12 e 21,18 minutos, com areas de 7813739 e
1900571 e pureza de 98,29 % e 99,75 (Figura 15).
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Figura 15 - Cromatograma obtido por CLAE da Fracdo Cloroférmica, no comprimento de onda
250nm.

O Isoeleuterol foi submetido a CLAE nas mesmas condi¢cdes que o EE e
FC, apresentando pico com RT 21,71, area 3641711 e pureza de 99,92% (Figura
16).
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Figura 16 - Cromatograma obtido por CLAE do Isoeleuterol, no comprimento de onda 250nm.
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A Isoeleuterina foi submetida & CLAE nas mesmas condi¢cdes que o EE e
FC, apresentando pico com RT 18,13, area 24727851 e pureza de 99,14%
(Figura 17).

18,13
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[=]
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|
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Figura 17 - Cromatograma obtido por CLAE da substancia Ep2, no comprimento de onda 250nm.

Utilizando-se o recurso de pesquisa reversa na biblioteca do equipamento
de CLAE, verificou-se que o pico 01 do EE (Figura 14) e FC (Figura 15),
apresentaram uma correlacdo de 97,40% e 99,89%, respectivamente com a
substancia Isoeleuterina. O pico 02 do EE (Figura 14) e FC (Figuralb)
apresentaram uma correlagdo de 99,84% e 99,98%, respectivamente, com a
substancia isolada Isoeleuterol.

E. plicata é vastamente utilizada pela populacdo devido as atividades
farmacoldgicas que Ihes séo atribuidas, e a obtencdo do perfil cromatografico do
EE e FC torna-se importante para caracterizar os produtos feitos a partir deste

vegetal.
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9 - AVALIACAO DA ATIVIDADE ANTIOXIDANTE DO EE, ISOELEUTEROL E
ISOELEUTERINA

A Figura 18 e o Quadro 04 mostram a avaliacdo da atividade antioxidante
do EE, Isoeleuterol e Isoeleuterina frente ao DPPH, comparando-se os resultados
com o padrao BHT.

O Isoeleuterol apresentou atividade a partir da concentracéo 4ug/mL, o EE
apartir da concentracdo 5ug/mL e a Isoeleuterina partir de 6ug/mL, enquanto o

padrao BHT apresentou atividade a partir da concentracéo de 1ug/mL (Figura 18).

—— BHT

-0 EE

—— Isoeleuterol
—O— |soeleuterina

Inibicdo da Atividade DPPH (%)

0 - WA T 19 WA

1 2 3 4 5 6 7 8 9
Concentragdes ( ug/mL)

Figura 18 — Avaliacéo da atividade antioxidante do EE, Isoeleuterol e Isoeleuterina, frente ao
DPPH.

Observou-se através da determinacdo da ICsp das amostras (Quadro 04)
gue o Isoeleuterol apresentou melhor atividade antioxidante que o EE e a
Isoeleuterina. Mas comparando-se a ICso do Isoeleuterol com a do BHT, verificou-

se que o Isoeleuterol apresentou baixissima atividade antioxidante.
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Quadro 04- Determinacgéo das ICsso do EE, Isoeleuterol, Isoeleuterina e BHT.

AMOSTRA ICs0
BHT 17,83

EE 94,72
ISOELEUTEROL 84,63
ISOELEUTERINA 281,04

A melhor atividade antioxidante do Isoeleuterol em relacdo ao EE e a
Isoeluterina, pode ser devido a presenca de uma hidroxila no C-9 de sua
estrutura, ja que substancias fendlicas funcionam como sequestradores de
radicais livres e algumas vezes como quelantes de metais, sendo eficazes,
principalmente para prevenir a oxidagéo lipidica por agirem tanto na etapa de
iniciacdo como de propagacao do processo oxidativo.

O Quadro 04 mostra que o EE apresentou uma ICsy maior que o
Isoeleuterol, portanto menor atividade antioxidante que o Isoeleuterol.

Esperava-se que o EE apresentasse melhor atividade antioxidante devido a
presenca taninos, os quais sdo substancias polifendlicas que possuem uma
estrutura quimica ideal para a atividade de sequestro de radicais livres e tem
demonstrado serem eficientes antioxidantes. Mas a presenca de naftoquinonas no
EE, as quais sdo metabolitos secundarios conhecidos por induzirem o estresse
oxidativo, ou seja pro-oxidantes, pode ter neutralizado a atividade dos taninos
fazendo com que o EE apresentasse uma baixissima atividade antioxidante.

Como esperado e observado na Figura 18 e Quadro 04 a Isoeleuterina

apresentou insignificante atividade antioxidante.
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VI — CONCLUSAO

A avaliacédo da atividade antimicrobiana do EE, FH, FC, FA e FR, mostrou
que o EE e a FC sdo mais ativas frente as cepas de S. aureus e C. albicans,
porém nao apresentando atividade frente as cepas de E. coli e P. aeroginosa.

Através da determinacdo da CIM verificou-se que a FC € mais ativa que o
EE.

A partir da fracdo cloroférmica foi possivel isolar dois constituintes
quimicos, os quais foram caracterizados através de andlises de RMN de *H e *3C
como sendo o Isoeleuterol e Isoeleuterina, ja isolados de outras espécies do
género Eleutherine.

A analise por CLAE permitiu estabelecer o perfil cromatografico do EE, FC,
Isoeleuterol e Isoeleuterina. O perfil cromatografico demonstrou a presenca do
Isoeleuterol e Isoeleuterina no EE, podendo ser um parametro para o controle de
qualidade do EE e de produtos obtidos a partir dele.

O Isoeleuterol isolado € o constituinte quimico majoritario no EE podendo
ser o marcador quimico de referéncia para o controle de qualidade do EE e seus
derivados.

Na avaliagéo da atividade antioxidante frente ao DPPH' o EE, Isoeleuterol e
Isoeleuterina apresentaram baixissima atividade antioxidante, quando comparado
com o padrdo BHT. Dentre estas amostras o Isoeleuterol apresentou uma melhor
atividade por apresentar uma hidroxila capaz de sequestrar radicais livres.

O isolamento do Isoeleuterol e da Isoeleuterina, as quais sado substancias
com conhecidas atividades farmacologicas, sugerem o potencial da E. plicata

Herb. para a obtencdo de um novo fitoterapico.
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Baixar livros de Teologia

Baixar livros de Trabalho

Baixar livros de Turismo
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