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RESUMO

Muitas plantas do Bioma Caatinga sdo utilizadas como recursos terapéuticos desta
regido. Este estudo verificou os potenciais bioativos e os perfis fitoquimicos de
Acanthospermum hispidum L., Boerhavia diffusa L. e Eleutherine bulbosa (Mill) Urb.
coletadas no semiarido pernambucano. Foram verificados os potenciais antioxidantes através
dos métodos de inibi¢ao do radical livre 2,2-difenil-1-picrilidrazil (DPPH) e poder antioxidante
redutor do ferro. Foram realizadas as prospecgdes quimicas, os doseamentos de fendis e
flavonoides, analises cromatograficas, Espectrometria de Massas e ensaios para detec¢ao da
acdo citotoxica e microbiologica. A. hispidum (99.9 + 3,4 ng EQ.g™") e E. bulbosa. (113,3 + 3,1
ng EQ.g") apresentaram as maiores quantidades de flavonoides. E. bulbosa (105,1 + 1,5 ug
EAG.g") e B. diffusa (161,0 + 11,7 pg EAG.g™) apresentaram os maiores teores de fendis. As
espécies botanicas que apresentaram maiores teores de fendis e flavondides, também
apresentaram alto potencial antioxidante, como oICsq de E.bulbosade 123.8 + 0,2 pg.mL™" ¢ B.
diffusa de 159.9 + 15.1 ug.mL"', ndo apresentando diferencas estatisticas para o acido citrico
utilizado. A andlise do poder antioxidante redutor do ferro demonstrou que B. diffusa
apresentou 198,08 + 4,64 ug ET.g"' ¢ E. bulbosa 136,1+ 2,18 ug ET.g"'. As espécies testadas
apresentaram baixos percentuais de hemolise (abaixo de 14%). Devido aos resultados
significativos da espécie E. bulbosaital foi submetida ao fracionamento e testes
complementares de atividade citotoxica, frente a linhagem tumoral Hela, e atividade
antimicrobiana frente a bactérias Gram-positivas, Gram-negativas e alcool acido resistentes,
além de leveduras. Os resultados observados demonstram um alto potencial antioxidante e uma
vasta riqueza de compostos quimicos através das andlises cromatograficas como também a
baixa toxicidade de espécies oriundas do bioma Caatinga, o que justifica o uso popular

terapéutico destas espécies.

Palavras-chave: Atividade antioxidante. Caatinga.Cromatografia. Fitoterapia. Hemolise.



ABSTRACT

Many plants of the Caatinga biome are used as a therapeutic resource in this region.
This work verified the bioactive potential and phytochemical profile of Acanthospermum
hispidum L., Boerhavia diffusa L. and Eleutherine bulbosa (Mill) Urb. Collected in
Pernambuco semiarid. The antioxidant potential was verified by DPPH (Diphenyl-
picrilhydrazine) assays and reducing antioxidant power. Chemical prospection, phenol and
flavonoid assay, chromatographic analysis, mass spectrometry and cytotoxic and
microbiological detection were performed. A. hispidum (99.9 + 3.4 ug EQ.g") and E. bulbosa
(113.3 + 3.1 pg EQ.g™") presented the highest amounts of flavonoids E. bulbosa (105.1 + 1.5 pg
EAG.g-1) and B. diffusa (161.0 = 11.7 ug EAG.g") had the highest phenol contents. The
botanical species presented higher phenol and flavonoid contents, and also presented high
antioxidant potential with E.bulbosa ICso of 123.8 + 0.2 pg.mL™ and B. diffusa of 159.9 + 15.1
pg.mL™”, not showing statistical differences for the citric acid used. Reduction power analysis
showed that B. diffusa presented 198.08 = 4.64 png ET.g-1 and E. bulbosa 136.1 £ 2.18 pg
ET.g". The tested species presented low percentages of hemolysis (below 14%). Due to the
significant results of the FE. bulbosa species, this was submitted to fractionation and
complementary tests of cytotoxic activity against HelLa tumor lineage and antimicrobial
activity against Gram-positive, Gram-negative bacteria, acid-resistant bacteria and yeast fungi.
The observed results demonstrate a high antioxidant potential and a vast richness of chemical
compounds through chromatographic analyzes as well as the low toxicity of species from the

Caatinga biome, which justifies the popular therapeutic use of these species.

Key words: Antioxidant activity. Caatinga. Chromatography. Herbal medicine. Hemolysis.
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1 INTRODUCAO

O Brasil possui a maior biodiversidade mundial, muitas de suas espécies vegetais sao
utilizadas para tratamento e cura de enfermidades onde estdo distribuidas em diferentes regides
do pais. Dentre essas regides, destaca-se o bioma caatinga por ser unicamente brasileiro e por
conter o clima semiarido (MACIEL et al., 2002; ROQUE e LOIOLA, 2013).

Tal regido possui condi¢des especificas de dreas de caatinga diferenciando-se de outras
areas do mundo e isso faz com que uma grande quantidade de espécies botanicas da regido
apresente caracteristicas funcionais e morfologicas especializadas.Isso se deve as condigdes de
estresse as quais elas sdo submetidas, tais como a alta variagdo de temperatura e indice
pluviométrico, que o clima e o solo do semidrido apresentam (DRUMOND, 2000).

Inserido na regido de caatinga, o municipio do Brejo da Madre de Deus, situado na
mesorregido Agreste e na microrregido Vale do Ipojuca do Estado de Pernambuco, Brasil. O
clima ¢ do tipo Tropical semiarido, com alta variacdo de temperaturas, sendo entre 15°C a
34°C, compreendendo a regido mais seca do agreste pernambucano, onde as precipitagdes se
concentram no verao entre novembro e abril, incluindo média anual de 431,8 mm (BRASIL,
2005; ROCHA, 2016).

Desta forma, o estudo selecionou trés espécies de vasta ocorréncia em diversos biomas,
inclusive no semiarido, e que sdo utilizadas pela populagdo local como fitoterapicos, a
Acanthospermum hispidum L., Boerhavia diffusa L e a Eleutherine bulbosa (Mill) Urb., que
sdo conhecidas popularmente na regido como Espinho de cigano, Pega-pinto ¢ Alho do mato,
respectivamente.

O presente estudo teve como objetivo, realizar testes iniciais para avaliar o perfil
fitoquimico através de prospec¢ao, doseamentos, analises cromatograficas de GCMS e HPTLC,
avaliar a ag@o antioxidante e fragilidade osmotica dos extratos etanolicos de A. hispidum L., B.
diffusa L e a E. bulbosa (Mill) Urb. e por sequencia selecionar a espécie que apresentar
melhores resultados para o fracionamento e realizagdo de testes complementares de acdo
microbioldgica, antioxidante, citotoxica frente a linhagem de células tumorais, fitoquimica e

cromatografica por HPTLC.
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1.1 OBJETIVOS
1.1.1 Geral

Analisar o perfil fitoquimico dos extratos etandlicos de A. hispidum L., B. diffusa L. e E.
bulbosa (Mill) Urb., como também fracionar e caracterizar quimicamente a espécie que

apresentar melhores resultados em ensaios bioldgicos.

1.1.2 Especificos

1.1.2.1. Realizar a caracterizacdo das espécies através de testes fitoquimicos e de
doseamento de fenois e flavonoides;

1.1.2.2. Realizar a caracterizagdo quimica através de métodos cromatograficos
utilizando HPTLC e GC-MS;

1.1.2.3. Avaliar a a¢do antioxidante das espécies através dos ensaios de DPPH e
poder antioxidante redutor;

1.1.2.4. Realizar a analise de fragilidade osmotica das espécies frente a células
eritrocitarias de carneiro;

1.1.2.5. Selecionar, realizar o fracionamento e aprofundar as pesquisas através de
ensaios complementares para a espécie que apresentar melhores resultados nos
pontos 3.2.1 a 3.3.4;

1.1.2.6. Realizar a analise citotoxica da espécie frente a linhagem neoplasica HelLa
da espécie selecionada;

1.1.2.7. Avaliar a ag¢do antimicrobiana frente a micro-organismos representantes de
bactérias Gram positivas, Gram negativas, alcool-acido resistentes, leveduras e
fungos filamentosos da espécie selecionada.

1.1.2.8. Avaliar a agdo antioxidante das fracdes da espécie selecionada,;

1.1.2.9. Realizar testes fitoquimicos de doseamento de fendis e flavonoides das
fracdes da espécie selecionada

1.1.2.10. Realizar a anélise cromatografica por HPTLC das fragdes da espécie.
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2 REVISAO DA LITERATURA
2.1 O BIOMA CAATINGA

O territério brasileiro engloba ao todo seis biomas, no qual se faz parte a caatinga,
ocupando 11% de todo o territdrio nacional, sendo o Unico bioma exclusivamente brasileiro.
Abriga fauna e flora tUnicas, com muitas espécies endémicas e clima seco e quente.
(SCHOBER, 2002).

A Caatinga abrange parte dos estados do Piaui, Ceara, Rio Grande do Norte, Paraiba,
Pernambuco, Alagoas, Sergipe, Bahia e a parte nordeste de Minas Gerais, no vale do
Jequitinhonha. O termo “caatinga” ¢ originario do tupi e significa “mata branca”, referindo-se a
forma e coloragdo da vegetacdo durante a seca, onde grandes partes da flora perdem as suas
folhas e seus troncos esbranquigados e brilhantes ficam evidentes no ambiente (PRADO, 2003).

Quanto ao clima, ¢ semiarido com alta variacdo de temperatura e a distribuicao de
chuvas ¢ irregular tendo a precipitagao média anual variando entre 240 e 1.500mm, mas metade
da regido recebe menos de 750mm e algumas areas centrais menos de 500mm. Cerca de 50 &s
70% das chuvas na Caatinga sdo concentradas em média em trés meses consecutivos, apesar
variacdo anual e dos longos periodos de seca serem frequentes com o numero de meses secos
que aumenta da periferia para o centro da regido, podendo chegar de 7 a 11 meses de baixa
disponibilidade de dgua para as plantas (NIMER, 1972; SAMPAIO, 1995; PRADO, 2003).

Apesar de ser a Unica grande regido natural brasileira cujos limites estdo totalmente
restritos ao territério nacional com grande niimero de espécies vegetais e animais que se
adaptaram ao clima semidrido, temperaturas amplas e um regime pluviométrico variavel e
estressante, as politicas de conservacao da caatinga ainda sdo escassas. Pouquissima atencao
tem sido dada a conservacdo da area, e a contribuicdo da sua biota a biodiversidade ¢
extremamente significativa para o Brasil. (SILVA et al., 2004).

Na caatinga, suas espécies vegetais contém propriedades quimicas unicas, devido a
adaptagdo ao clima de semiarido, com ampla variacdo de temperatura. Muitas dessas plantas

sdo protagonistas de um conhecimento empirico e sdo utilizadas como curativas e outros

diversos fins (LEAL et al., 2005)

2.2 REGIAO DO BREJO DA MADRE DE DEUS

Inserido na regido de caatinga, o municipio do Brejo da madre de Deus (Figura 1),

situado na mesorregido Agreste e na microrregido Vale do Ipojuca do Estado de Pernambuco,
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limitando-se a norte com Sta.Cruz Capibaribe e Taquaritinga do Norte, a sul com Belo Jardim,
Tacaimbo e Sao Caitano, a leste com Caruaru e Toritama, ¢ a oeste com Jatauba (BRASIL,

2005; ROCHA, 2016).

O clima local ¢ semiarido tropical (Bsh), com alta variagdo de temperatura, estando
entre 15 °C e 34 °C, o periodo de chuva varia de fevereiro a maio e depende principalmente de
sistemas climaticos do tipo Zona de Convergéncia Intertropical (ZCIT), com uma precipitacao
média anual de 431,8 mm (Brasil, 2005; Rocha, 2016; Salgueiro et al., 2014). Planossolo
ocorre neste municipio e ¢ caracterizado por imperfeitamente drenado, alta fertilidade natural e
inundacdes na estacdo chuvosa e secura no verdo, a vegetacdo ¢ caracterizada por Caatinga
hiperxerofila com trechos de. floresta decidua (PROJETEC, 2010; SALGUEIRO ET AL.,
2014).

A area do Brejo da Madre de Deus ocupa 779,3 km? e representa 0.79 % do Estado de
Pernambuco. A sede do municipio tem uma altitude aproximada de 627 metros e coordenadas
geograficas de 08° 08’ 45°°. de latitude sul e 36° 22° 16’ . de longitude oeste, distando 202,2
km da capital, Recife, cujo acesso ¢ feito pela BR-232/104, e PE-145. Com respeitos aos solos,
nos Patamares Compridos e Baixas Vertentes do relevo suave ondulado ocorrem os Planossolos
onde sdo mal drenados com fertilidade natural média e problemas de sais. Nos topos e Altas
Vertentes, os solos Brunos ndo Célcicos apresentam-se rasos € com fertilidade natural alta. Nos
Topos e Altas Vertentes do relevo ondulado ocorrem os Podzdlicos, drenados e fertilidade
natural média e as Elevacdes Residuais com os solos Litolicos, rasos, pedregosos e fertilidade

natural média (BRASIL, 2005).
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Figura 1: Mapa de localizagdo do municipio do Brejo da madre de Deus.
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2.3 FITOTERAPICOS: O CONHECIMENTO EMPIRICO NA UTILIZACAO DA FLORA
DA CAATINGA

O conhecimento empirico sempre se fez presente na histéoria do uso de plantas
medicinais. As antigas civilizagdes ja utilizavam plantas para alimento, remédio, veneno ou
outros fins, dependendo dos seus efeitos colaterais observados. No histérico da fitoterapia
(estudo das plantas medicinais e suas aplicagdes na cura das doencas), podemos verificar que
existem registros da utiliza¢do de plantas como remédio em antigas civiliza¢gdes, como na obra
chinesa Pen Ts’ao, de Shen Nung, que remonta 2800 a.c. € em antigos papiros do antigo Egito
(GOFF, 2001).

No Brasil hd uma grande riqueza terapéutica no potencial vegetal, devido a presenca de
ecossistemas de climas impares onde tal vegetacdo vem sendo utilizada desde os primeiros
indigenas até os dias atuais pela medicina popular (GLAUCO, 2016). Atualmente a ciéncia se
faz de extrema importancia para verificagao e consolidagao do conhecimento empirico, como

através de estudos etnobotanicos, biologicos e quimicos em que, a partir da determinagao dos
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ativos das espécies botanicas com potencial terapéutico, o conhecimento tradicional se faz um
aliado importante para a ciéncia. (FRANCISCO et al.,2015).

Com o reconhecimento cientifico tais avangos chegam a populacao através dos recursos
na area de saude. A Organizagao Mundial da Satide (OMS), em 1978, na conferéncia de Alma-
Ata, trouxe o reconhecimento de recursos locais apropriados com o objetivo de manter e
restaurar o estado da saude reconhecendo os medicamentos de origem vegetal como recurso
terapéutico (OMS, 1979). Porém, apenas através da Portaria n®. 971, Decreto n°® 5813, em 03 de
maio de 2006 que no Brasil se estabeleceu a politica para o uso de plantas medicinais no
servigo publico no Sistema Unico de Saude (SUS) (REZENDE; COCCO, 2002).

As vantagens da utilizagdo de fitoterapicos podem estar como forma opcional de terapia
levando em consideracdo o baixo custo, em relacdo a outros tipos de medicamentos
convencionais. Porém, ainda sdo necessarios maiores investimentos em trabalhos cientificos
nessa area, onde muitas espécies sdo utilizadas pela populacdo pelo potencial fitoterdpico e
necessitam de comprovagao cientifica para seu uso seguro. (BORGES et al., 2008).

A utilizacdo desses fitoterapicos na regido de caatinga ¢ bem marcante, ndo apenas
devido o conhecimento empirico e tradicional que vem de populacdes indigenas, mas também
com efeito da populagdo ser grande parte de baixa renda e nem sempre ter recursos de saude
disponiveis, se recorre ao uso dos fitoterapicos. Dentre as espécies da flora da caatinga
utilizadas pela populagdo de for empirica como fitoterapicos para a cura de enfermidades estdo

a A. hispidum, B. diffusa L. e a E. bulbosa.

2.4 COMPONENTES FITOQUIMICOS

As plantas produzem diversos componentes organicos, os quais sdo metabdlitos
primarios e secundarios. Onde os metabolitos primarios tém funcao estrutural e energética e os
metabolitos secundarios sdao produtos naturais relacionados a adaptacdo, protecdo e
sobrevivéncia; protegendo as plantas contra patogenos e herbivoros, servindo também como
atrativos para polinizadores, devido a sua diversidade de coloragdo, aroma e sabores, além de
servir como agentes de competicdo entre plantas (TAIZ; ZEIGER, 2006; VIZZOTO;
KROLOW; WEBER, 2010).

Adicionalmente, tais compostos secundarios, tem grande importancia ecoldgica devido
ao seu efeito medicinal para os seres humanos. Em sua classificacdo podemos dividi-los em
trés grupos distintos quimicamente: terpenos, compostos fenolicos e componentes contendo

nitrogénio. Onde dentro do grupo de compostos fendlicos podemos encontrar em maior
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abundancia os Fendis e Flavonoides, como também os Eltilbenos, Lignanas e Taninos que

garantem diversas atividades e acdes as plantas (VIZZOTO; KROLOW; WEBER, 2010)

2.5 FENOIS E FLAVONOIDES

Os fendis sdo substancias que possuem em sua constituicdo um anel aromético com um
ou mais substituintes hidroxilicos, incluindo seus grupos funcionais. Sdo encontrados
distribuidos em organismos do reino vegetal, incluindo de moléculas simples até com alto grau
de polimerizacao (SOARES et al.,2008).

Podendo estar presentes em moléculas mais simples como os éacidos fenolicos e os
flavonoides, os taninos podem ser encontrados em diversos vegetais, sendo caracterizados
como compostos fenolicos de alto peso molecular. Tendo em vista a diversidade quimica de
compostos fendlicos distribuidos pela natureza, para o seu processo de extragdao sao utilizados
diferentes solventes e na literatura ¢ possivel encontrar diversas metodologias analiticas que sdo
empregadas no processo de quantificacdo destes compostos (EFRAIM et al., 2006).

Os compostos fendlicos exercem funcdo de protecdo, conferindo as plantas alta
resisténcia a microrganismos e pragas. Esses compostos podem influenciar o valor nutricional e
caracteristicas fisicas dos alimentos, como também constituem os antioxidantes mais
abundantes (EVERETTE et al., 2010).

Os flavonoides constituem um dos maiores grupos de metabolitos secundarios
encontrados em plantas, tais compostos naturais tem a fung¢do principal proteger estes
organismos contra agentes oxidantes, com ampla gama de cores sdo também atrativos para
polinizadores. Sao constituidos por trés anéis, onde os seus carbonos podem sofrer variagdes
quimicas, como hidrogenac¢ao, metilacao, hidroxilagao e sulfonagdo, resultando na formacgao de
mais de quatro mil compostos flavonoides, que sdo agrupados em classes que sdo as
antocianinas, flavanas, flavonas, os flavonodis e isoflavonodides que se destacam por suas
propriedades farmacologicas (LAZARY, 2010; GEORGIEV et al. 2014; LOPES et al. 2010).

Os fenois e flavonoides estdao presentes na dieta humana como em leguminosas, vinhos,
e sdao considerados importantes protetores naturais do organismo. Em estudos, estes
demonstram ter acdo terapéutica envolvendo os diversos sistemas (imunoldgico, circulatério,

cardiovascular e nervoso (GEORGIEYV et al. 2014; RIBEIRO et al., 2006).

2.6 ANTIMICROBIANOS NATURAIS

Desde as primeiras civilizagdes ha relatos das atividades antimicrobianas de plantas, na

qual foram utilizadas empiricamente por séculos, mas apenas foram confirmadas
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cientificamente apenas nas ultimas décadas, onde atualmente muitos pesquisadores estudam a
atividade antimicrobiana de diversas plantas, comprovando ou ndo o conhecimento popular de
uso das espécies nativas (DUARTE, 2006).

Com aumento populacional e a exposi¢do a diversas patologias, os micro-organismos
como fungos e bactérias que causam prejuizos a saide humana estdo cada vez mais resistentes
a medicamentos conhecidos, e isso motiva a procura de alternativas como antibioticos de
ocorréncia natural, a solugdo pode estar em fitoterapicos devido a metabdlitos secundarios
envolvidos na defesa das plantas contra patégenos microbianos e que podem ser utilizados
como farmacos antimicrobianos em humanos. (VIZZOTO; KROLOW; WEBER, 2010;
MAHASNEH, 1999; DUARTE et al., 2005).

Em pesquisas sobre as atividades antimicrobianas com extratos naturais de plantas em
diversas regides do mundo tém se obtido resultados positivos. Porém ainda devem-se
intensificar os estudos antimicrobianos, principalmente em paises da América latina, onde se
possuem uma vasta flora e um rico conhecimento empirico na utilizacdo de plantas nativas para
fins medicinais, como no uso antibacteriano ou antifungico (MAHASNEH, 1999; DUARTE et
al., 2005).

2.7 ANTIOXIDANTES NATURAIS

Os radicais livres se definem por moléculas independentes com elétrons ndo pareados,
sendo altamente instaveis, com meias vidas curta e quimicamente reativas. Em excesso, essas
moléculas geram danos nas fungdes fisiologicas normais do organismo. Algumas espécies de
radicais livres sdo: Radical superdxido, 6xido nitrico, peroxinitrito e radical semiquinona que
atuam como agentes oxidantes nos seres (ALMEIDA et al., 2018; BIANCHI; ANTUNES,
1999).

Tais radicais livres sdo gerados em diversas partes da célula como mitocondrias e
citoplasma, onde sua a¢cdo no organismo esta ligada ao seu sitio de formacao. Com a agao
desses radicais, pode ser desencadeado um estresse oxidativo, que acompanha o aumento das
defesas antioxidantes enzimaticas, porém a produ¢do de uma vasta quantidade de radicais livres
podem causar danos e morte celular. Em contrapartida, mesmo que em excesso gere danos para
o organismo, os radicais livres sdao de fundamental importancia para as reagdes ocorridas no

corpo (YU; ANDERSON, 1997).
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Como antagonista aos radicais livres, os antioxidantes sdo 0s compostos responsaveis
pelo retardo e inibicdo das lesdes causadas pelos compostos instaveis, evitando o inicio ou
propagacao das reagdes em cadeia de oxidagdo (BIANCHI; ANTUNES, 1999)

Os compostos antioxidantes podem ser encontrados diariamente na dieta, de forma
natural ou sintética. As industrias de alimentos, cosméticos e médica sdo grandes consumidoras
desses tipos de compostos, que sdo tdo fundamentais no organismo. Atualmente hé diversos
protocolos de avaliacdo da capacidade antioxidante dos compostos, onde muito ja utilizam
células e organismos vivos, contudo a grande parte dos modelos utilizados sdo os embasados na
quimica de radicais livres, dos métodos mais utilizado destaca-se o baseado em 1,1-difenil-2-
picrilhidrazil (DPPH), um método colorimétrico para avaliar a atividade antioxidante baseando-
se na capacidade das substancias antioxidantes em capturar o radical livre (JIA et al., 2012).

Também, uma outra forma de avaliar a capacidade antioxidante ¢ através do ensaio do
poder antioxidante redutor do ferro., que e baseia na capacidade de reducao dos ions de ferro,
reduzirem o reagente Fe™, com consequente formacio de um complexo colorido com Fe'
indicando a capacidade de doagdo de elétrons, sendo este o mecanismo de agao de muitos

antioxidantes fendlicos (DORMAN et al., 2003).

2.8 PRODUTOS NATURAIS CITOTOXICOS

As plantas podem apresentar substancias bioativas de interesse farmacoldgico. Muitas
espécies sdo estudadas com o intuito de estabelecer atividades, esclarecer mecanismos de agdo,
identificar componentes ativos e investigar os possiveis efeitos toxicos de diferentes espécies

vegetais (BATITUCCI, 2003).

Tais atividades podem ser antitumorais e tais espécies sao utilizadas empiricamente para
o tratamento de doencas de origem citotoxica, porém partes dessas espécies ndo foram
devidamente estudadas quanto aos seus potenciais citotoxicos (BAGATINI et al , 2007).
Segundo estudos de Silva et al., (2004) as plantas medicinais podem conter compostos
toxicos com efeitos maléficos. Entretanto, o consumo de espécies medicinais também podem
suprimir os efeitos de agentes toxicos que atuam sobre o organismo humano. Por isso, devem-
se intensificar estudos que avaliem a capacidade toxica e citotoxica das plantas frente a
diversos tipos celulares e de metodologias.
Caracterizar a citotoxicidade de uma espécie in vitro € uma alternativa para a avaliacao

biologica de produtos para a area satide e fundamental para a andlise inicial dos compostos.
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Pela exposi¢do de uma cultura celular a um extrato dos componentes de uma espécie, € possivel

caracterizar reagoes adversas de citotoxicidade resultantes (MASSON E LOMBELLO, 2016).

2.9 FRAGILIDADE OSMOTICA

Os eritrocitos, também conhecidos como hemdcias, estdo presentes no sangue dos
mamiferos em grandes quantidades e dao coloragao vermelha ao sangue, por conter o pigmento
vermelho chamado hemoglobina, que ¢ de fundamental importincia para a homeostase
corporal. Sao sensiveis a diversos tipos de substancias sejam elas naturais ou sintéticas, € o seu
contato no organismo pode causar perturbacdes na membrana dos eritrdcitos, acarretando
alteragdes estruturais e consequentemente em sua permeabilidade (PEREIRA, et al. 2017).

A membrana dos eritrécitos € composta de acidos graxos polinsaturados, tornando-as
resistentes ao ataque de diversos compostos, podendo ocasionar alguma alteragdo em sua
estrutura como: fragilidade de proteinas de membrana, mudangas na morfologia, alteragdes de
metabolismo intracelular e de permeabilidade ou hemolise (BEGUM; TERAO, 2002).

Por meio de ensaios laboratoriais ¢ possivel avaliar a resisténcia anti-hemolitica e o
comportamento da membrana eritrocitaria frente a diferentes substancias, que pode ser um
extrato de planta, por exemplo. O ensaio capaz de testar a capacidade das heméacias de
manterem sua integridade estrutural e resistirem 4 lise quando expostas ao estresse osmotico €
chamado de Curva de Fragilidade Osmoética (CFO) também conhecida como Curva de
resisténcia globular, Prova de resisténcia osmotica; Prova de fragilidade osmética; Curva de
hemolise ou Resisténcia osmodtica das hemacias (PEREIRA et al., 2017; CAIRES, 2012;
MOUSINHO et al., 2008).

2.10 Acanthospermum hispidum L.

A espécie A. hispidum L. pertencente a ordem Asterales e a familia Asteraceae, ¢ uma
planta comumente conhecida no Nordeste do Brasil como Espinho de cigano ou Carrapicho-de-
carneiro (Figura 2). O seu nome cientifico do Acanthospermum ¢ proveniente do grego acantha
(espinho) e esperma (semente) e refere-se a fruta espinhosa, o Hispidum provém do Latin, e
significa aspero, espinhosa, Seus caules sdo densamente cobertos por pequenos de pelos, suas
folhas podem ter até 11,5 cm de comprimento, suas flores possuem pétalas (corolas) de cor
amarelada com cerca de 1,5 mm de comprimento e suas frutas tem forma achatada e triangular

(HAREKRISHNA et al., 2010).
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Figura 2 :Espécie Acanthospermum hispidum L.

Fonte: Google imagens. Acesso em 17 de agosto de 2019.

2.10.1 Atividades biolégicas de A. hispidum L.

Dentre as diversas atividades bioldgicas a quais sdo atribuidas a espécie, esta a atividade
antimicrobiana, onde o trabalho de Fleischer et al. (2003) revela que os extratos etanolico das
partes aéreas de A. hispidum L. demonstra atividade contra uma ampla gama de bactérias
patogénicas, como também extratos de fragdes polares da amostra também demonstrou boa
atividade antimicrobiana para 0s mesmos micro-organismos.

Também ¢ atribuida atividade antiplasmodial a espécie em questdo também havendo um
uso frequente da populacdo asidtica para cura da maldria. Em estudos in vitro, foram
determinadas as eficiéncias dos extratos aquoso-metandlico e aquoso e hexanico,
das folhas de 4. hispidum L. contra o patdégeno Plasmodium malareae, obtendo resultados
positivos para tratamento da maléria. (OLADIMEIJIL 2018; GANFON et al., 2012).

Também foram testados extratos alcaloides de A. hispidum L. in vitro contra linhagens
selvagens de P. falciparum , onde, além de apresentar boa atividade antimalérica também foi
notavel baixa citotoxicidade contra trés linhagens de células humanas: THP1, melanocitos
normais ¢ HTB-66 (SANON et al., 2003 ).

Quanto a atividade hipoglicemica, na literatura ¢ possivel verificar alguns estudos que
relatam essa atividade, como o de Vasundharamma e Mahmood (2018) que testou extratos de
acetato de etila e extrato e aquoso de A. hispidum em ratos diabéticos e foi constatado a baixa
nos niveis de glicose no sangue dos animais testados.

E registrado que a populagdo do noroeste da Nigéria utiliza a espécie tradicionalmente

para combater a diabetes como descreve o trabalho como de Chika (2018) que verificou a
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atividade antidiabética das folhas de 4. hispidum, através do extrato aquoso, ratos diabéticos
por 28 dias e ao final da experiéncia foi constada a eficacia e a baixa toxicidade do extrato,
dando respaldo assim, a utilizagao tradicional pela populagao.

Hé relatos da utilizagdo da 4. hispidum pela populagdao tradicional brasileira para
objetivos abortivos. Porém, o estudo de Lemonica e Alvarenga (1994) avaliou esse possivel
efeito abortivo ou teratogénico testando o extrato aquoso com ratos Wistar f€émeas em diversas
dosagens onde nado foi detectado nenhuma atividade abotiva, mudanca significativa no peso
médio dos fetos ou malformagdes internas nos fetos, mas houve um aumento no numero de
malformagdes externas, e isso foi relacionado a dosagem.

As atividades larvicidas e pupicidas também foram investigadas devido a relatos de uso
pela populacdo da india para esta finalidade. Diferentes extracdes de A. hispidum
(hexano, benzeno de petréleo, cloroférmio, acetato de etila e acetona) foram testadas contra trés
espécies de mosquitos Anopheles stephensi, Aedes aegypti e Culex quinquefasciatus , nas fases
de larva e de pupas. Os extratos de petrdéleo e benzeno apresentaram maiores atividades
larvicidas contra os trés espécies de dipteros testadas, comprovando a atividade inseticida e
criando uma alternativa de produto natural comparado aos sintéticos quimicos comercializados

(VIVEKANANDHAN et al., 2018).

2.10.2 Caracteristicas quimicas de A. hispidum L.

Nos perfis quimicos dos extratos de folhas e raizes de 4. Hispidum sao observados em
literatura relatos das presencas de compostos como terpendides, carboidratos, alcaloides,
glicosideos, flavonodides, taninos e saponinas (HAREKRISHNA et al., 2010). Também foram
detectados compostos polifenodlicos (NAIR et al., 1985). Em andlises cromatograficas, ja foram
descritas lactonas sesquiterpénicas isoladas da espécie, que fazem parte de uma familia de
compostos com amplo espectro de atividade biologica, incluindo atividades antimicrobianas e
antitumorais (EVANI et al., 2008).

Também utilizando métodos cromatograficos, foram detectados agucares, polidis,
flavonas (5,7,2 ', 5'-tetrahidroxi-3,4'- dimetoxiflavona e 5'-acetoxi-5,7,2'-tri-hidroxi-3, 4'-
dimetoxiflavona), Alildimetil-Formamida, Eritritol, Glicerina, Benzoilmetil-3-hidroxi-5-nitro-
2-indolinona, silanol e acido hexadecandico, 1- (hidroximetil) -1,2-etanodiil éster, em extratos

de folhas da 4. hispudum (RAOUF et al., 1990; THERESA; ABASS, 2011; AZEEZ 2018).
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2.11 Boerhavia difusa L.

A Boerhavia diffusa L. ¢ uma espécie botanica herbacea (Figura 3), pertencente a
Familia Nyctaginaceae, um tipo de erva daninha facilmente encontrada em éreas de cultivo de
diversos paises como India, Nigéria e partes da América latina. Possuindo habito perene com
30 a 40 cm de altura, apresenta flores reduzidas de coloragdo amarelada, com forma de funil
com amplo acesso ao néctar pelos animais (SATHEESH, PARI, 2004).

Na Nigéria, a espécie ¢ encontrada especialmente em areas pantanosas e ¢ comumente
usada como comida de coelho pela populacdo local. A B. diffusa ¢ utilizada na medicina
tradicional por suas propriedades anti-inflamatorias, antibacterianas e cardiotonicas, também no
tratamento da elefantiase, cegueira noturna e ulceras e diabetes. Ha relatos da periodicidade da
planta, onde se observa pela populagdo sua atividade maxima no més de maio (CHUDE et al.,

2001).

Fnt: O autor (2017). .
2.11.1 Atividades biolégicas de Boerhavia difusa L.

Extratos e compostos derivados B. difusa tem ocorréncia na literatura cientifica com
atividades anti-inflamatorias, antioxidante, antienvelhecimento, anticancerigeno, antiapoptotico
e antidiabético (GHOSH, 2018)

A atividade hipoglicemica ¢ atribuida ao extrato aquoso da B. difusa na literatura,
produzindo redugdes de glicose no sangue em ratos diabéticos induzidos por aloxana. No teste

do extrato metanolico de folhas da espécie, também houve redugdo da glicemia, proteina total,


http://nopr.niscair.res.in/browse?type=author&value=Satheesh%2C+M+Amarnath
http://www.ijp-online.com/searchresult.asp?search=&author=MA+Chude&journal=Y&but_search=Search&entries=10&pg=1&s=0
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insulina sérica, niveis de glicogénio no figado e perda de peso em ratos diabéticos induzidos
por estreptozotocina (CHUDE et al., 2001; PERWEZ et al., 2018).

Atividades antioxidantes também sdo atribuidas a B. difusa, exibindo no trabalho de
Perwez et al. (2018) atividade de eliminagdo de radical DPPH (IC50 163,1 + 6,7 ug / mL),
demonstando atividade antioxidante e sequestradora de radicais livres. Assim também como o
estudo de Kaushik et al. (2017) que atribui atividade antioxidante a extratos da espécie em
diversos procedimentos de extragdo. Em estudos para verificagdo da toxicidade, foi
comprovada que o extrato aquoso de folhas de B. diffusa ¢ ndo toxico quando testadas em ratos
albinos (ORISAKWE et al, 2003). Também, em complemento, o estudo de Kaushik et al.

(2017) atribuiu atividade hepatoprotetora a espécie.

2.11.2 Caracteristicas quimicas de Boerhavia difusa L.

Em analises dos extratos aquosos, metandlicos, etandlicos, éter de petrdleo e
cloroformio foram verificadas a presenca de diversos compostos como: Fendis, flavonoides,
glicosideos, taninos, saponinas, alcaldides, terpenodides, esterdides, flobatanina e proteinas.
Estes resultados demonstram que a planta tem um grande ntimero de constituintes quimicos,
que podem ser responsaveis por muitas acoes farmacologicas e biologicas (CHUDE et al, 2001;
PERWEZ et al., 2018; BEEGUM et al., 2014).

Na B. diffusa também foram verificadas composi¢cdes de vitaminas (82,22%),
carboidrato (10,56%), vitamina C (44,80/ 100g peso), vitamina B3 (97,00/ 100g) e vitamina B2
(22,00/ 100g) (UJOWUNDU et al. 2008). Em analises cromatograficas, estudos demonstram
diversos compostos como: terpendides, saponinas, flavonoides, glicosideos cardiacos,
flobataninos e taninos. Também constituintes como: N'-Etilenobis (2- [2-hidroxifenil]) glicina,
Tert-butil-4-hidroxi anisol, GR Acido propidnico, silanamina, Phytol, hexadecano, &cido
hexadecanodico, éster 2-hidroxi-1- (hidroximetil) etilico, estigmast-5-en-3-ol (3.BETA.) e
estigmasterol. A presenga diversos compostos ativos na espécie podem justificar o uso da
planta para vérias doengas pelas populagdes, necessitando de mais andlises para interligacao
dos seus compostos com suas atividades (BEEGUM et al., 2014; AMIT PATNAIK;
SHARMA, 2018).

2.12 Eleutherine bulbosa (Mill.) Urb.

Eleutherine bulbosa (Mill) Urb. (Figura 4) ¢ uma espécie botanica pertencente a familia

Iridaceae, que apresenta 1.630 espécies e 77 géneros distribuidas mundialmente, com maior


http://www.ijp-online.com/searchresult.asp?search=&author=MA+Chude&journal=Y&but_search=Search&entries=10&pg=1&s=0
https://www.jstage.jst.go.jp/search/global/_search/-char/ja?item=8&word=Orish+Ebere+Orisakwe
http://www.ijp-online.com/searchresult.asp?search=&author=MA+Chude&journal=Y&but_search=Search&entries=10&pg=1&s=0
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ocorréncia nos continentes do sul devido a alta incidéncia solar. No Brasil, as Iridaceaes sdo
encontradas em 110 espécies e 14 géneros (REEVES et al., 2001)

A espécie ¢ nativa da América Latina, com ocorréncia em campos da Amazonia e
nordeste do Brasil. Se trata de uma planta herbacea bulbosa e rizomatosa, de 20 a 30 cm de
altura, com bulbos semelhantes a cebola de coloragdo vermelha, as folhas sdo simples plissadas
longitudinalmente, inteiras, com cerca de 25 cm de comprimento e suas flores sdo brancas ou
rosadas, dispostas numa panicula ampla no apice de um longo escapo rigido da folhagem, que
se abrem ao por do sol. Ela ¢ conhecida popularmente por alho do mato na regido do nordeste
brasileiro, e também como jabutitana, marupazinho ou lagrimas de la virgem em outras regides
da América Latina (EGGERS et al. 2016; LORENZI; MATOS, 2002).

Os bulbos da espécie sdo utilizados pelas populagdes tradicionais do Brasil,
principalmente regides na Amazdnia, com o conhecimento empirico provindo de populacdes
indigenas, porém, ndo ha comprovagao cientificas suficientes que embasem sua eficacia nem da
seguranga de sua utilizacdo (LORENZI; MATOS, 2002).

Em contrapartida, estudos realizados com a espécie do mesmo género, a Eleutherine
Americana, tréas relatos do grande potencial do extrato do bulbo, como agente antimicrobiano,
anti-inflamatorio, como inibidor da a-glicosidase, replicagdo do HIV e topoisomerase II,
devido a compostos presentes em seu bulbo como naftaleno, naftoquinona e

antraquinona (INSANU et al. 2014).

Figura 4: Espécie Eleutherine bulbosa (Mill.) Urb.

Fonte: o autor (2017).
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2.12.1 Atividades biolégicas Eleutherine bulbosa (Mill.) Urb.

A atividade antimicrobiana da espécie E. bulbosa foi relatada pela comunidade em
estudos etnobotanicos, também ¢ possivel encontrar alguns trabalhos na literatura cientifica que
relatam a agdo positiva da espécie frente a diversos micro-organismos como Streptococcus
pvogenes retirados de isolados clinicos das amigdalas de pacientes com amigdalite,
Staphylococcus aureus retirados de alimentos contaminados, Aspergillus niger, Rhizopus spp.,
Pénicillium spp., Erwinia spp, Bacillus cereus, Shigella spp., Pseudomonas aeruginosa, €
outros organismos Gram-positivos, Gram-negativos e fungos (IFESAN, et al. 2009; IFESAN,
et al. 2010; HARLITA; ASNANI, 2018).

Nasution et al. (2018) traz um levantamento etnobotinico de plantas utilizadas para
cura de diabetes em karo étnica, norte de Sumatra, na Indonésia. Segundo o estudo, o bulbo da
Eleutherine ¢ utilizado pela curandeira local para a atividade hipoglicemiante, o estudo também
trouxe uma triagem fitoquimica mostrou que os extratos brutos citados no trabalho continham
compostos fendlicos, terpenodides, esterdides e saponinas.

O estudo de extratos de bulbos da E. palmifolia, espécie que alguns autores consideram
sinonimia de E. bulbosa, observaram bons resultados de atividade antidiabética e antioxidante,
através da pesquisa in vivo, com 24 camundongos machos da linhagem Wistar, induzidos a
hiperglicemia por aloxana. (ARWATI et al, 2018; LORENZI; MATOS, 2002).Para o papel
regulador da pressdo arterial, o extrato etandlico do bulbo de E. bulbosa obteve resultados
positivos na diminui¢do da pressdo de ratas ovariectomizadas reduzir o nivel de pressdo arterial
sistolica em 28,06% e a diastolica em 30,47% (BAHTIAR; CHUMALA, 2018).

2.12.2 Caracteristicas quimicas Eleutherine bulbosa (Mill.) Urb.

Dentre os compostos quimicos caracteristicos da E. bulbosa, estdo relatadas a presenga
de fendis, favondides, alcaloides, antraquinonas, saponinas, glicosideos, taninos, triterpenos e
esteroides fazem parte da composi¢do da espécie (SHI et al, 2018;ICHWAN; MUSTOFA,
2017).Estudos utilizando métodos cromatograficos, isolaram substancias ativas do bulbo do
Eleutherine, como o trabalho de Hara, et al. (1997) que isolou a Naftoquinona elecanacin € um
naftaleno chamado isoeleuterol a partir da Eleutherine americana que demonstraram atividade
contra a topoisomerase II humana, sugerindo uma atividade inibidora contra o HIV. Também
foram isolados compostos de E. americana por HPTLC E LC-MS como -eleutherol,
isoeleutherina e eleutherina, 2,5-dimetil-10-hidroxinaftropona e 8- O -B- d-glucopiranosido.
(SOMPOL et al. 2008). Na Tabela 1 seguem listados os compostos isolados do género

Eleutherine.


https://www.jstage.jst.go.jp/search/global/_search/-char/ja?item=8&word=Hidemitsu+HARA

Tabelal:Compostos descritos na literatura da Eleutherine.
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Compostos isolados do Eleutherine

Grupo de
Composto Espécie Local  Atividade — Funcao
Compostos
Aumento do fluxo
' Naftaleno — '
Eleutherol — Derivados ' o coronariano em
Derivados de Heichi '
de Eleutherol A e C E. americana . cobaias;
Naftaleno (China) o o
Atividades inibitérias
contra o HIV.
Aumento do fluxo
coronariano em
cobaias;
Eleutherin Naftoquinona E. americana * Atividade Inibitoria
contra
Topoisomerase 11
humana.
Aumento do fluxo
coronariano em
E. americana )
) ) cobaias;
Isoeleutherina Naftoquinona — * o
Atividade contra
E. plicata
Entamoeba
histolytica.
Hong
Hongconin Naftaleno  E. americana Cong *
(China)
Efeito potente contra
. ~ alesdo de humanos
' Derivados de Heichi '
Eleuthinone A e C E. americana ' célula endotelial da
Naftaleno (China) ' .
veia umbilical
9,9'-di-hidroxi-8,8'- Guangxi  Atividade contra o
* E. americana

dimetoxi-1'-dimetil-1H, (China) crescimento de

Referéncia

Chen et al.,
1986.
Chen et al.,
2018
Hara et al.,

1997

Chen et al.,
1986.
Hara et al.,

1997.

Chen et al.,
1986
Nascimento

etal., 2012

Chen et al.,
1986

Chen et al.,
2018

Jinzhong et

al., 2006
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1H '- [4,4'] bis [nafta
[2,3- ¢] funanil] -3,3'-
diona;
6,8-di-hidroxi-3,4-
dimetoxi -1- metil-
antraquinona-2-éster antraquinona E. americana
metilico do &cido
carboxilico
2-acetil-3,6,8-tri-hidroxi-

' ' antraquinona E. americana
1-metilantraquinona

Elecanacina Naftoquinona E. americana

Eleutherinona Naftoquinona  E. bulbosa

8-hidroxi-3,4-dimetoxi-

. * E. americana
1-metil-antra-9
éster metilico do acido
. . * E. americana
10-quinona-2-carboxilico
Ester metilico do acido
4,8-di-hidroxi-3-metoxi-
* E. americana

1-metil-antra-9,10-
quinona-2-carboxilico
[bis (2-6, 7-diamino-5, 8-
dioxo-naftalenol-il)  Naftoquinona  E. bulbosa

propanal]

Guangxi,

(China)

Guangxi,

(China)

Ilha de
Java

(indonésia)

Nova
Uniao
Estados de
Minas

Gerais

Kerala,

India

Pyricularia oryzea

Atividade contra o
crescimento de

Pyricularia oryzea

Atividade contra o
crescimento de

Pyricularia oryzea

Atividade
fitopatpgénica contra
o fungo
fitopatogénico
Cladosporium

sphaerospermum

Atividade fungicida

Jinzhong et

al., 2006

Jinzhong et

al., 2006

Hara et al.,

1997

Alves et al.,

2003.

Liu et al 2009

Liu et al 2009

Liu et al 2009

Rani, 2018

Fonte: O autor (2019).

Legenda: * Nao Identificado.
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3 MATERIAIS E METODOS
3.1 COLETA DAS AMOSTRAS E PROCEDIMENTOS PARA OBTENCAO DOS
EXTRATOS

As amostras de A. hispidum L., B. diffusa L. e E. bulbosa (Mill.) Urb. foram coletadas
no dia 17 de maio de 2017, na cidade de Brejo da Madre de Deus, regido do semiarido
pernambucano, Caatinga, de clima tropical semiarido (Bsh), com variagao de temperatura de
15C° a 34C°, onde a coordenadas de coleta foram: 8°08'29.6"S 36°20'35.9"W.

Para realizacdo do estudo os exemplares das espécies vegetais foram separados em
laboratdrio, sendo realizada a identificagdo botanica com depodsito no herbario Dardano de
Andrade Lima do Instituto agronomico de Pernambuco (IPA), protocolo n® FIB N° 04/2018,
disponibilizada no Anexo 9.1.

Para a preparagdo dos extratos (Tabela 2), as espécimes foram separadas e secadas em
estufa de circulacdo forcada de ar a 42°C, sendo posteriormente trituradas e os extratos brutos
obtidos utilizando alcool etilico 70% (v/v) durante 4 ciclos de 48 horas, em cada ciclo os
sobrenadantes foram retirados e mais alcool foi adicionado. ApoOs este processo, os extratos
foram submetidos a destilagdo sob vacuo em evaporador rotativo IKA (RV10 CONTROL V) e

em seguida levados ao dessecador, para retirada total do solvente.

Tabela2: Extratos realizados a partir das partes das plantas.

Extratos realizados no estudo

Espécie Parte da espécie

Folha
Acanthospermum hispidum L. .
Raiz

Folha
Boerhavia diffusa L. Caule

Raiz

Folha
Eleutherine bulbosa (Mill.) Urb. Bulbo

Raiz

Fonte: O autor (2019).
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3.2 PROCESSO DE FRACIONAMENTO DAS AMOSTRAS

A espécie que apresentou resultados expressivos nos testes antioxidantes, de fragilidade
osmotica, cromatografia e caracterizagao fitoquimica foi selecionada para o fracionamento e
submetida a testes complementares, antimicrobiano e citotoxico, além de submeter as fragoes a
analise antioxidante, de doseamento fitoquimico e analise cromatografica por HPTLC.

A espécie que apresentou potencial para o fracionamento foi a E. bulbosa (Mill) Urb. da
qual, a partir do extrato etanolico foram utilizadas 6,0; 6,0 ¢ 6,9g do extrato etandlico da folha,
bulbo e raiz para fracionamento em coluna filtrante, em silica (gel 60 para cromatografia em
coluna 0,04-0,063mm) , utilizando solventes em polaridades crescentes: N-hexano,
Diclorometano, Acetato de etila e Metanol, como mostrado na FiguraS. As fragcdes foram
obtidas utilizando 5 aliquotas de 100ml de cada um dos solventes e em seguidas foram
submetidas a evaporador rotativo para retirada total do solvente. Com os extratos com peso

estavel, foi possivel executar a metodologia para cada espécie.

Figura 5: Processo de elaboragao e fracionamento dos extratos analisados no estudo.

Metodologia aplicada:

Prospeccao;
Doseamento de fendis e flavonoides;
A. . .
e B. diffusa E. bulbosa GC-MS;
— 1 _ 5 —— HPTLC;
| | | | | | | | DPPH
Folha Raiz Folha Caule Raiz Folha bulbo Raiz poder antioxidante
) I I I redutor do ferro.;
I- I- E | I. E | I. E | I. E | E | E | E | Frag”idade CEIeS

t t t t t t t " . .
Etanol ano ano ano ano ano ano ano Anallse mICrOblana;
Analise citotoxica.

N- Hexano N-hexano N-hexano

Metodologia aplicada:

Prospecgao;

Doseamento de fendis e flavonoides;
GC-MS;

Diclorometano

Diclorometano

Diclorometano

Metodologia aplicada:
Doseamento de

HPTLC; fendis e flavonoides;
DPPH; Acetato de Acetato de Acetato de HPTLC;
Poder antioxidante redutor do ferro.; \ etila \ etila etila DPPH;
Fragilidade osmética. - L L poder antioxidante

Metanol Metanol Metanol redutor do ferro..

Fonte: O autor (2019).
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3.3 ENSAIOS QUIMICOS
3.3.1 Prospeccio fitoquimica

As prospeccdes fitoquimicas dos extratos etandlicos de 4. hispidum L., B. diffusa L. e E.
bulbosa (Mill.) Urb. Foram realizadas para deteccdo da presenca dos seguintes compostos:
taninos; saponinas, antocianinas, antocianidinas e flavonoides. As analises de prospeccao a

serem descritas foram baseadas na metodologia descrita por Matos (2009).

3.3.2 Doseamento de fendis

Os doseamentos de compostos fenolicos totais foram realizados com os extratos
etandlicos de A4. hispidum L., B. diffusa L. e com fracdes e extrato etanodlico de E. bulbosa
(Mill.) Urb. A concentragao de compostos fendlicos (totais) foi determinada utilizando-se o
método espectrofotométrico (Singleton et al., 1999). A mistura de reagdo foi preparada a partir
de 0,5 mL de solugdo metanolica de extrato com 2,5 mL de reagente de Folin-Ciocalteu (10%)
e 2,5 mL de NaHCO;3 a 7,5%. O branco foi preparado concomitantemente, a partir de 0,5 mL de
metanol, 2,5 mL de reagente de 10% de Folin-Ciocalteu e 2,5 mL de 7,5% de NaHCO;, ambos
dissolvidos em dgua destilada. As amostras foram em seguida incubadas num banho
termostatizado a 45°C durante 45 min. A absorbancia foi determinada usando o
espectrofotometro de UV-Vis com a leitura do comprimento de onda a 765 nm (A). As amostras
foram preparadas em triplicata para cada analise e o valor médio de absorbancia foi obtido. Foi
utilizado como padrao o acido galico para a construcao da curva de calibragdo. Em seguida, o
contetido de equivalente de compostos fenolicos presentes em extratos foi expresso em termos

de pg equivalentes de acido galico por grama de extrato (ug EAG.g™).

3.3.3 Doseamento de flavonoides

Os doseamentos de compostos de flavonoides totais foram realizados com os extratos
etanolicos de A. hispidum L., B. diffusa L. e com fra¢des e extrato etandlico de E. bulbosa
(Mill.) Urb. A determinagdo de flavonoides de seguiu a metodologia proposta por Woisky e
Salatino (1998) adaptada. O experimento consiste em pipetar 1 mL do extrato em tubo de
ensaios e, apos essa adicdo, adiciona-se aos tubos 1 mL de cloreto de aluminio (AICls, 5%)
(hexahidratado) em metanol e 2 mL. de metanol. Para o experimento, foi preparado o branco
utilizando-se 3 mL de metanol e 1 mL de cloreto de aluminio. Aguarda-se 30 minutos no

escuro e procede-se a leitura em espectrofotometro a 425nm. As amostras foram preparadas em
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triplicata para cada analise e o valor médio de absorbancia foi obtido. Foi utilizada como
padrdo a quercetina para a construcdo da curva de calibragdo. A partir da equacdo da reta
obtida, realiza-se o calculo do teor de flavonodides, expresso em ug equivalente quercetina de

amostra por grama de extrato (ug EQ.g™).

3.3.4 Gas chromatography mass spectrometry (GC-MS)

Através de cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas foram analisadas
as amostras etanolicas de A. hispidum L., B. diffusa L. e E. bulbosa (Mill.) Urb. em um
GC/MS, Agilent modelo 7890A, de coluna capilar DB-5ms (5% fenil-95% metilpolisiloxano).
Os fragmentos de massa obtidos foram comparados com os da biblioteca de referéncia NIST
versao 8. As condi¢des cromatograficas usadas na analise dos extratos encontram-se na Tabela
3.

Tabela3: CondigOes cromatograficas usadas na analise dos extratos.

Parametros e condicdes gerais

Equipamento GC/MS 7890 A, Agilent
Coluna capilar DB-5ms (30 m x 0,25 mm x 0,25 um) 5%
fenil-95% metilpolisiloxano
Gas de arraste Hélio (1,4 ml/min)
Modo de inje¢ao Split 1:10
Ionizacao Impacto eletrénico com 70 Ev
Volume injetado 1 Ml
Aquisi¢ao Scan — 30 a 450 m/z
Temperatura do detector 280°
Temperatura do injetor 280°
Temperatura inicial 70°
Tempo inicial 3 min
Taxa de aquecimento 4°
Temperatura final 280° por 15 min
Tempo final Min

Fonte: O autor (2019).
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3.3.5 Cromatografia em Camada Delgada de Alta Eficiéncia (CCDAE)

A analise qualitativa para determinacdo de classes de compostos foi realizada a partir do
HPTLC/CCDAE (High-Performance Thin Layer Chromatography/Cromatografia em Camada
Delgada de Alta Eficiéncia (CCDAE). Os modulos de HPTLC da CAMAG (Muttenz, Suica)
composto por um Automatic TLC Sampler 4, Automatic development chamber ADC2 ¢ um
TLC Visualizer manipulados pelo software WINCATS (versdo 1.4.4.6337) foram usados para a
analise dos extratos etandlicos de 4. hispudim L., B. difusa L. e extrato etandlico e fragdes da
E. bulbosa (Mill) Urb. A fase estaciondria foi uma placa 60F254 (20 cm x 10 cm) Merck
(Darmstadt, Alemanha) composta por silica gel pré-ativada com suporte de aluminio. As
amostras foram aplicadas na placa em bandas de 9,5 mm de comprimento com distancia de 8
mm do fundo da placa e a primeira aplicagdo a 20 mm do lado esquerdo, mantendo uma
distancia de 12 mm entre cada amostra. Foram realizadas pesquisas para a deteccdo de
compostos fendlicos, de cumarina, naftoquinonas, derivados antracénicos, triterpenos e
esteroides. Na Tabela 4 encontra-se as fases modveis e os reveladores para cada um dos

compostos pesquisados.

Tabelad: Fase Movel e reveladores usados na analise de HPTLC.

Compostos
Fase movel Revelador utilizado
Pesquisados
Compostos Acetato de etila — acido acético-acido N
eu
fenolicos féormico-agua (110:11:11:26).

. Tolueno-éter (1:1).
Cumarina ) ) KOH
Saturado com acido acético a 10%.

Naftoquinonas Tolueno-acido formico (99:1). KOH
Derivados Acetato de etila-metanol-agua
KOH
antracenicos (110:13,5:10).

. Liebermann-Burchard
Triterpenos e

' Tolueno-cloroformio- etanol (40:40:10) com aquecimento a
Esteroides
100°C por 10min.
Vanilina sulftirica com
Monoterpenos Tolueno-acetado 93-7

aquecimento a 110 °

Fonte: O autor (2019).
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3.4 ENSAIOS BIOLOGICOS

3.4.1 Difenil-picril-hidrazina (DPPH)

O teste de DPPH foi realizado com os extratos etandlicos de 4. hispidum L., B. diffusa
L. e com fragdes e extrato etandlico de E. bulbosa (Mill.) Urb. O método baseia-se na
transferéncia de elétrons onde, por acdo de um antioxidante (AH) ou uma espécie radicalar, o
DPPH que possui cor parpura ¢ reduzido formando difenil-picril-hidrazina, de coloragdo
amarela, com consequente desaparecimento da absor¢do, podendo a mesma ser monitorada
pelo decréscimo da absorbancia. A partir dos resultados obtidos determinou-se a porcentagem
de atividade antioxidante ou sequestradora de radicais livres. A partir do extrato etanolico
foram preparadas solugdes em triplicata das amostras nas seguintes concentracdes: 1000, 500,
250, 125 e 62,5 ug.mL'l. Um controle negativo foi feito pela adicdo de etanol e DPPH.
Adicionou-se a cada concentragdo de extrato etandlico uma solucdo de DPPH, exceto nos
brancos, onde foi adicionado o solvente. Apds a adicdo do DPPH, esperou-se 30 minutos e
procedeu-se a leitura no espectrofotdmetro a 515nm (Nascimento et al., 2011). A capacidade
de eliminar o radical DPPH (% de atividade antioxidante) foi calculada utilizando-se a seguinte

equacao:

(Abs controle — Abs amostra)

Eliminacao [DPPH] (%) = x 100

Abs controle

Adicionalmente foi realizado o célculo da ICs, capacidade do extrato de induzir metade
do efeito maximo antioxidante, sendo utilizado o software GraphPad Prims 7.0 para sua

determinagdo.

3.4.2 Teste do poder antioxidante redutor do ferro.

O teste do poder antioxidante redutor do ferro. foi realizado com os extratos etanolicos
de A. hispidum L., B. diffusa L. e com fracdes e extrato etandlico de E. bulbosa (Mill.) Urb. No
teste da atividade poder antioxidante redutor do ferro., foi utilizada uma aliquota de 2,5mL da
amostra, misturadas com 0,2M de tampao fosfato, adicionando-se 1,5mL de ferricianeto de
potassio 1% (Ks;Fe(CN)g). A mistura foi incubada a 50°C em 30 min. Depois foi adicionado
2,5mL de 4cido tricloroacético (10%) com 5SmL da mistura. A mesma foi centrifugada em

3000g. Apos esse processo, foram retirados 2,5mL do sobrenadante, aos quais foram
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adicionados 2,5mL de é4gua e 0,5 de cloreto férrico. As amostras sdo analisadas pela
absorbancia no comprimento de onda de 700nm. A curva de calibracdo foi realizada utilizando
o TROLOX como padrao, sendo os resultados expressos em ug equivalente de TROLOX por
grama de extrato (ug ET.g") JAYANTHI E LALITHA, 2011; FERREIRA et al., 2007).

3.4.3 Fragilidade osmotica

A técnica de fragilidade osmotica realizada foi baseada na metodologia descrita por Darcie
e Lewis (1975) modificada. O ensaio foi realizado em duplicata, as amostras foram testadas em
concentracoes de 1000, 500, 250, 125, 62,5 pg.mL'1 diluidas em solucao isotonica de cloreto de
sodio a 0,9%. As amostras receberam 75 pL de sangue de ovelha (Multi Diagnostics) em cada
concentragdo testada para verificar a hemolise. O sangue das ovelhas foi exposto ao extrato por
30 minutos.

Em seguida, as solu¢des da amostra foram centrifugadas a 2500 rpm por 3 minutos a 25 °C.
O controle negativo foi realizado com solucdo isotonica de cloreto de s6dio a 0,9% e o controle
positivo com agua destilada, que recebeu os mesmos procedimentos utilizados nas amostras de
teste. A medida de absorbancia do sobrenadante foi realizada a 540nm em espectrofotdmetro
(UV 1800 Shimadzu). Para determinacao da taxa de hemolise, foi realizada uma medicao a 540
nm sem adi¢ao de sangue de ovelha.

Também foram realizados esfregacos pandticos com o precipitado resultante do
procedimento para a observacao da morfologia integral ou hemolitica dos eritrdcitos, observado
através de um microscopio Optico conectado a camera Leica DFC-280 em aumento de 1000x.

A porcentagem de hemolise foi calculada pela formula:

,qe abs da amostra — Abs da coloragio x 100
Hemolise (%) = £

Abs controle positivo

3.4.4 Analise citotoxica

O ensaio citotoxico foi realizado como teste complementar apenas com os extratos
etanolicos de E. bulbosa (Mill.) Urb. O ensaio citotoxico realizado admitiu a metodologia que
se baseia na analise colorimétrica da conversao do sal 3-(4,5-dimetil-2-tiazol) -2,5-difenil-2-H-
brometo de tetrazolium (MTT) em azul de formazan, a partir de enzimas mitocondriais
presentes somente nas células metabolicamente ativas, onde se ¢ possivel definir a
citotoxicidade celular. Os extratos etanolicos da E. bulbosa (Mill) Urb. Foram avaliados frente

a linhagem neoplésica HeLa (carcinoma uterino humano) mantidas em estufa a 37 °C contendo
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5% de CO,, em meios especificos RPMI 1640 (Gibco) e DMEN (Gibco), com 10% de soro
fetal bovino (Gibco), 10 mM de HEPES (4-(2-hydroxyethyl)-1-piperazine ethanesulfonic acid)
(Gibco) e 1% de Penicilina/Estreptomicina (Gibco). Para o repique, utilizou-se tripsina/EDTA
(0,25%).

As células da linhagem foram plaqueadas numa densidade 1x10° (linhagem aderida),
por poco em placas de 96 pogos. As linhagens neoplésicas foram tratadas com os compostos na
concentracio final de 50 pg.mL™" e em seguida incubadas por 72 horas. Apos este periodo 25
uL de MTT foi adicionado e as células foram reincubadas por 3 h. A absorbancia foi lida apos
dissolu¢do do precipitado com 100 uL. de DMSO em espectrofotometro de placa a 595 nm. Os
experimentos foram realizados em quadruplicatas. A citotoxicidade foi calculada utilizando-se

a seguinte equacao:

(Abs controle - Abs amostra)

Citotoxicidade (%) = 1- x 100

Abs controle

Para a avalia¢do do potencial citotoxico das amostras testadas, foram consideradas as
amostras com alta atividade (95 a 100 % de inibicdo), com atividade moderada (inibi¢dao de
crescimento celular variando de 70 a 90%) e sem atividade (inibicdo de crescimento menor que

50 %) (RODRIGUES et al., 2014).

3.4.5 Analise antimicrobiana

A avaliagdo antimicrobiana foi realizada como teste complementar apenas com o0s
extratos etanolicos de E. bulbosa (Mill.) Urb. Os testes para a determinagdo das atividades
antimicrobianas foram realizados de acordo com o método de difusdo em disco, com
modifica¢des, no laboratério do Departamento de Antibidticos da UFPE (UFPEDA), com os
seguintes micro-organismos: Staphylococcus aureus (UFPEDA 01), Mycrococcus luteus
(UFPEDA 06), Bacillus subtilis (UFPEDA 16), Pseudomonas aeruginosa (UFPEDA 39),
Mycobacterium smegmatis (UFPEDA 71), Enterococcus faecalis (UFPEDA 138), Escherichia
coli (UFPEDA 224), Serratia marcescens (UFPEDA 398) e a levedura Candida albicans
(UFPEDA 1007).

Foram utilizados 200 mg das amostras, para a diluicdo em 2 mg.mL"' de DMSO, ¢
posteriormente foram distribuidos em discos de papel de filtro esterilizados de 6 mm de
didmetro. Os discos foram postos sobre o meio de cultura correspondente para cada micro-

organismo, a suspensao do indculo dos micro-organismos em solucdo salina correspondeu a 0,5
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na escala de McFarland, sendo os micro-organismos semeados em meio agar Muller-Hinton e
GL com um swab estéril.

As placas foram colocadas em estufa a 35°C por 24 até 48 horas (dependendo da espera
e condi¢do de crescimento dos micro-organismos), em triplicata, onde a observagao e medicao
dos halos de inibi¢ao foram realizadas, e processadas com as médias aritméticas dos halos. Os
controles positivos utilizados foram: Ciclofosfamida (CTX) e Clorafenicol (CLO) e o controle

negativo foram as placas apenas com 0s micro-organismos.

3.5 ANALISE ESTATISTICA

As analises estatisticas e graficos foram realizados através do Software GraphPad
Prism 7.03. Os dados foram expressos como média + desvio padrdo. A diferenca estatistica foi
calculada utilizando ANOVA com teste de comparagdes multiplas Turkey para as analises de
doseamentos de fendis, flavonoides e poder antioxidante redutor do ferro. Para os tratamentos
de DPPH foi realizada ANOVA com teste de comparagdes multiplas de Dunnett. Valores de p

<0,05 foram considerados significativos.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

Sabe-se que algumas plantas da regido da Caatinga sdo utilizadas como fitoterapicos,
devido aos compostos que lhes conferem um perfil terapéutico, onde metabdlitos secundarios
presentes nessas plantas estdo envolvidos em seus efeitos benéficos e medicinais
(CHATTERIJEE, 2015; MORAIS, 2005). A caatinga apresenta clima, temperatura,
precipitagdo, solo e outros componentes abidticos diferentes quando comparados a outras
regides, o que pode influenciar a quantidade de metabdlitos produzidos durante o
desenvolvimento da planta, devido ao estresse da alta variacdo das condigdes ambientais

(CALIXTO, 2001; GOUINGUENE e TURLINGS 2002).

A capacidade de resposta ao estresse de um determinado sistema ¢ realizada por
métodos de resisténcia que podem ser escapes ou tolerancia. Nos mecanismos de escape ha
uma reducao na atividade metabolica, ao contrario dos mecanismos de tolerancia, onde ha uma
maior atividade na produgdo de compostos (WILLADINO e CAMARA, 2010). Estudos como
Pimpao (2009) confirmam a capacidade de alteracdo metabodlica das plantas, na qual o estresse
hidrico e a salinidade aumentam a quantidade de fendis e a atividade antioxidante.

Para avaliar o potencial das espécies 4. hispidum L., B. diffusa L. e E. bulbosa (Mill) Urb.
foram realizados testes quimicos e bioldgicos. Para a avaliacdo dos compostos encontrados
nessas espécies de caatinga, a partir de prospecgdes fitoquimicas, doseamentos de equivalentes

de flavonoides e fenois e analise cromatografica por GCMS e HPTLC.

4.1 ENSAIOS QUIMICOS

4.1.1 Testes de prospeccao fitoquimica
A prospeccao fitoquimica foi avaliada de forma qualitativa de compostos de Antocianinas e
antocianidinas, Flavonas, Flavono6is, Xantonas, Chalconas e Auronas, Saponinas ¢ Taninos nas
trés espécies estudadas.Entre os testes de prospeccdo fitoquimica foi possivel detectar
qualitativamente a presenca de compostos derivados do metabolismo secundério das espécies

estudadas. Os resultados foram elucidados na Tabela 5.



41

Tabela5: Prospecgao fitoquimica qualitativa dos extratos etanolicos da A. hispidum L., B. diffusa L. e E.
bulbosa (Mill) Urb..

TESTE DE PROSPECCAO FITOQUIMICA

Flavonas,
Chalcon
Antocianinas e Flavonois
Espécie Amostra ase Saponina Tanino
antocianidinas e
Auronas
Xantonas
Folha - Etanol + + + - ++
A. hispidum L. .
Raiz - Etanol - + + - +
Folha - Etanol + + ++ + ++
B. diffusa L.
Caule - Etanol + + + - ++
Raiz - Etanol - - + - +
E. bulbosa (Mill) Folha - Etanol + +++ + + ++
Urb. Bulbo - Etanol +++ +++ + ++ ++
Raiz - Etanol + + + + +

Fonte: O autor (2019).

Legenda: + Presenga fraca, ++ Presenca moderada, +++ Presenca forte.

Para a espécie E. bulbosa (Mill) Urb., foram detectadas antocianinas e anticianidinas,
corroborando com o trabalho de Thanh et al. (2012) onde o autor encontrou cerca de 2,04%
desses componentes nos bulbos da espécie. A forte presenca de flavonas, flavonois e xantonas
nos extratos da folha e do bulbo da E. bulbosa (Mill) Urb., no teste de prospec¢ao, corroboram
com artigos da literatura para a espécie (SINACAY, 2016; MARTAO, 2013). Foi detectavel
presenca de taninos e outros compostos na 4. hispidum L. O trabalho de Maurya et al. (2007)
encontrou a presenca de flavonas, flavondis e xantonas no extrato de folhas B. diffusa L., o que
vai a concordancia com os resultados do atual trabalho. Também foi possivel verificar a

presenca de Chalconas, auronas e taninos na folha e caule da espécie.

4.1.2 Doseamento de fendis

O 4cido gélico foi utilizado como padrao para a determinagdo de compostos fenolicos totais
pelo método de Folin-Ciocalteu, a correlagdo linear estabelecida foi R* = 0,99321, a equagdo de

regressao linear obtida foi y = 0,00989x + 0,00995. A partir da equagdo de regressdo linear
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obtida, os teores de compostos fenodlicos das amostras foram determinados em termos de

equivalente pg de acido gélico por grama de extrato (ug EGA. g'l) (Tabela 6 e 7).

Tabela6:Média da quantificacdo de fenois totais dos extratos etanolicos da A. hispidum L., B. diffusa L.
e E. bulbosa (Mill) Urb. expressos em equivalente a dcido galico expressos em pg EAG.g-'.

DOSEAMENTO DE FENOIS
Espécie Amotra Concentraciao 1000 ug.mL'1
B. diffusa L. Folha - Etanol 161,0+11,7°
B. diffusa L. Caule - Etanol 111,5+1,4°
E. bulbosa (Mill) Urb. Folha - Etanol 105,1 +£1,5°
B. diffusa L. Raiz - Etanol 86,1 +0,9°
E. bulbosa (Mill) Urb. Bulbo - Etanol 74.8 + 5,9>°
A. hispidum L. Folha - Etanol 71,43 +0,81°¢
E. bulbosa (Mill) Urb. Raiz - Etanol 65,2 + 8,5>°
A. hispidum L. Raiz - Etanol 21,0 + 1,9¢

Fonte: O autor (2019).

No doseamento dos compostos fenolicos, as amostras analisadas apresentaram
consideraveis teores dos equivalentes a 4cido galico (EAG) nas amostras etanolicas, onde a
amostra B. diffusa L. Folha e Caule apresentaram os maiores teores de EAG.

Sem diferenca estatistica para a amostra do Caule e raiz da B. diffusa L., a amostra de E.
bulbosa (Mill) Urb. folha apresentou consideraveis teores de EAG. O trabalho de Fawole et
al., (2009) atribui para a espécie E. bulbosa quantidade de compostos fenolicos e os
correlacionam a atividades antiinflatérias da familia Iridaceae.

As amostras de E. bulbosa (Mill) Urb. bulbo e raiz com 74.8 £ 5,9 e 65,2 £ 8,5 ug
EAG.g" respectivamente, ¢ A. hispidum L. Folha com 77,1 + 9,1 png EAG.g"' apresentaram
considerdveis teores de equivalentes a compostos fendlicos sem se distinguirem

estatisticamente (Tabela 6).
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Tabela7: Média da quantificagdo de fenois totais das fragdes da espécie E. bulbosa (Mill) Urb.
Expressos em equivalente a acido galico expressos em pg EAG.g™.

DOSEAMENTO DE FENOIS

Espécie Amostra Concentraciao 1000 ug.mL'1
Folha - Acetato de etila 152,8 £1,3*
Folha - Metanol 126,7 + 4,0b
Folha - Diclorometano 04,28 +1,9°
Folha - N-hexano 85,94 £ 8,2°
Raiz - Diclorometano 54,93 +2,1 d

E. bulbosa (Mill)  Bulbo - Acetato de etila 51,76 + 1,4¢

Urb. Raiz - Acetato de etila 51,64 +4,8 d
Bulbo - Diclorometano 44,37+ 7,1 d
Raiz - Metanol 43,51+ 1,8 d
Bulbo - Metanol 42,73 £0,3¢
Raiz - N-hexano 33,94+ 6,8¢
Bulbo - N-hexano 31,42+£2,1¢

Fonte: O autor (2019).

Quanto as analises das fragdes da espécie E. bulbosa (Mill) Urb. nos doseamentos de
compostos fenolicos os maiores teores de EAG se concentraram nas amostras de derivadas das
folhas e bulbos (Tabela 7). As quatro fragdes da folha, acetato de etila, diclorometano, metanol
e N-hexano concentraram os melhores resultados do doseamento seguidos dos extratos de
bulbo e raiz.

Segundo Degaspari (2004) a presenga dos compostos fenolicos podem conter acdes
antioxidantes, inibindo a oxida¢do de lipidios ou outras moléculas, evitando o inicio ou
propagagdo das reacdes em cadeia de oxidagdo, prevenindo o desenvolvimento diversas

doengas.

4.1.3 Doseamento de flavonoides

A quercetina foi utilizada como padrdo para a determinacao dos flavonodides totais pela
revelacdo do cloreto de aluminio (AICls), a correlagdo linear estabelecida foi de R = 0,99576, a

equacdo de regressdo linear obtida foi de y = 0,02709x - 0,04905. A partir da equacdo de
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regressao linear obtida, os teores totais de flavonodides das amostras foram determinados em

termos de pg equivalente de quercetina por grama de extrato (ug EQ.g™") (Tabela 8 ¢ 9).

Tabela8: Média da quantificacdo de flavonoides totais dos extratos etanolicos da 4. hispidum L., B.
diffusa L. e E. bulbosa (Mill) Urb. Expressos em equivalente a acido galico expressos em pg EQ.g™"

DOSEAMENTO DE FLAVONOIDES

Espécie Amostra Concentracio 1000 ug.mL-1

E. bulbosa (Mill) Urb. Folha- Etanol 113,3 £ 3,1a
A. hispidum L. Folha- Etanol 999 + 3,4b

B. diffus L. Folha- Etanol 460+ 1,8

B. diffusa L. Caule- Etanol 2514 1,6

E. bulbosa (Mill) Urb. Bulbo- Etanol 1784 0.8
E. bulbosa (Mill) Urb. Raiz- Etanol 151408
B. diffusa L. Raiz- Etanol 12,0 + O,2d’e

Raiz- Etanol

A. hispidum L. 8,3+ 0,2f

Fonte: O autor (2019).

As amostras etandlicas com os maiores teores de compostos fendlicos também
apresentaram os maiores resultados para os compostos flavonoicos com as amostras de E.
bulbosa (Mill) Urb. folha que apresentou o maior teor de equivalentes a quercetina seguido das
amostras de 4. hispidum L. folha e B. diffusa L. folha, existindo diferenca estatistica entre elas.

Os teores de equivalentes de quercetina obtidos das amostras fracionadas da E.
bulbosa(Mill) Urb.demonstraram que os maiores valores se concentraram nas amostras da
folha: Diclorometano, Acetato de etila ¢ metanol, assim como os resultados obtidos no
doseamento de fenodis no atual trabalho, demonstrando assim uma relacao entre a quantidade de

metabolitos das amostras.
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Tabela9: Média da quantificagdo de flavonodides totais dos extratos fracionados da E. bulbosa (Mill)
Urb. expressos em equivalente a acido galico expressos em pg EQ.g™"

DOSEAMENTO DE FLAVONOIDES

Concentracao 1000

Espécie Amostra 4
pg.mL

Folha — Diclorometano 140,7 £ 0,217
Folha - Acetato de etila 112,8 + 4,79b
Folha — Metanol 85,63 £2,1°
Bulbo — Diclorometano 51,63 +£6,3 64
Folha - N-hexano 43,14 + 2,1d

E. bulbosa (Mill)  Bulbo - N-hexano 19,04 £ 4,6°

Urb. Bulbo - Acetato de etila 16,39 + 0,9°
Raiz — Diclorometano 13,17 £ 0,66°
Raiz - N-hexano 10,1 +£0,94°
Bulbo — Metanol 6,73 £ 0,17
Raiz - Acetato de etila 4,82 +0,77°"
Raiz — Metanol 2,9+0,17°

Fonte: O autor (2019).

Demonstrando os teores de equivalentes a fenois e flavonoides similares aos
encontrados no presente trabalho, o de Bhardwaj et. al (2014), que encontrou quantidades

similares de equivalentes de quercetina para a espécie B. diffusa L. nas amostras da folha e raiz.

414 CG-MS

Na analise cromatografica a gas, varios compostos foram detectados nas amostras, as
caracteristicas destes compostos como peso molecular, férmula molecular, tempo de retencgdo e
area de pico (%) estdo resumidas nas Tabelas do Anexo 9.2. Para andlise consideramos
somente aqueles com indice de similaridade acima de 80%.

Neste sentido, os compostos detectados em folhas de A. hispidum, Lavandulol (98,1%);
Raiz B. diffusa, Diidroxiacetona (81,7%); Folhas de E. bulbosa, 2-Thiouracil (85,6%); Bulbo
de E. bulbosa; Etanolamina (83,8%) e Benzofenona (92.4 %).

Nos resultados cromatograficos foidemonstrada uma vasta riqueza de compostos nas
trés espécies em foco no trabalho. Na espécie A. hispidum L., foi possivel detectar com o indice
de similaridade de 98.1% o Lavandulol que segundo a literatura apresenta moderada atividade

antioxidante, compde fragancias variadas (Ruberto & Baratta, 2000).
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Utilizado como marcador para avaliar o transporte de glicose e sua absor¢do em varias
células e sistemas de oOrgdos a Diidroxiacetona, conhecida como DHA, ¢ utilizada
comercialmente para fins de bronzeamento da pele, também utilizado para amenizar os efeitos
do vitiligo, sendo um bioproduto valorizado no mercado (CIRIMINNA, et al. 2018 ), e tal foi
detectada nas amotras da raiz B. Diffusa L. onde apresentou indice de similaridade de 81.7%.

Apresentando indice de similaridade de 83.8% o composto Etanolamina foi detectado
na E. bulbosa (Mill) Urb. Bulbo onde na levedura, estd envolvido na via metabodlica chamada
via de biossintese da fosfatidilcolina. Também encontrada nas andlises de GCMS a
Benzofenona teve indice de similaridade de 92.4 % que se trata de um aromatizante encontrado
em frutas vermelhas (POJAROVA et al. 2007; RANI; NAIR, 2016; RODRIGUEZ; WILLIAN,
2014).

4.1.5 High-performance thin-layer chromatography (HPTLC)

As amostras etandlicas de A. hispidum, B. diffusa e amostras etandlicas e fracdes da E.
bulbosa foram avaliadas para detec¢do de compostos na andlise de HPTLC, onde as
caracteristicas das bandas foram analisadas e comparadas com seus respectivos padroes de
analise (Figuras 6 a 11). Amostras de folhas e raizes de B. diffusa e de A. hispidum mostraram
bandas para triterpenos (Figura 6) e seus padrdes (Sitosterol e Stigmasterol), bem como
observados para monoterpenos e seus padroes (Carvacrol e Timol) (Figura 7).

Figura 6: Placa cromatografica para compostos triterpenos e esterdides. Placa cromatografica pré-
revelada (6A) e placa cromatografica pos-revelada (6B).
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Nas amostras de A. hispidum L, foram detectados monoterpenos e triterpenos nas
amostras da folha e raiz e tais resultados vai de acordo com o trabalho de Araujo et al. (2013)
que detectou fitoesterois em extrato hidroetanolico de raizes de A. hispidum L. (Figura 7).

Figura 7: Placa cromatografica para compostos derivados monoterpenos. Placa cromatografica pré-
revelada (7A) e placa cromatografica pos-revelada (7B).

Fonte: O autor (2019).

Na avaliacdo de compostos fenolicos, as amostras de folhas, bulbos e raizes de E.
bulbosa apresentaram altera¢do de cor e coincidiram com o padrio de rutina (Figura 8). Para a
deteccdo de naftoquinonas (Figura 9) o padrao utilizado foi o Lapachol e a amostra de bulbos
de E. bulbosa apresentou caracteristicas para este tipo de composto. Na placa cromatografica
de derivados antracénicos, as amostras de bulbos e raizes apresentaram revelagao compativel

com seu padrdo aloina (Figura 10) e na avaliacdo da cumarina (Figura 11).
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Figura 8: Placa cromatografica para compostos fendlicos. Placa cromatografica pré-revelada (8A) e

placa cromatografica pos-revelada (8B).

Fonte: O autor (2019).

Os testes cromatograficos com o extrato etanolico e fragcdes da E. bulbosa (Mill) Urb.
detectaram Naftoquinonas (Figura 9) utilizando o padrdo Lapachol, tal resultado vai de acordo
com a literatura onde trabalhos encontraram derivados ou isolaram compostos de naftoquinonas
ou antraquinonas de bulbos do género Eleutherine (MAHABUSARAKAM et al., 2010;
PARAMAPOIN, et al. 2008; ALVES et al. 2003; RANI, 2018 ), nas amostras da espécie
também foram detectados compostos fendlicos e também cumarinas (Figura 10), sendo
equivalentes para seus respectivos padrdes rutina, quercetina e cumarina, onde tais compostos
estdo relacionados a diversas atividades, dentre eclas antioxidantes, antinflamantoria,

antitumorais, etc. ( BEEGUM et al. 2014; OLIVEIRA, 2016).
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Figura 9: Placa cromatografica para compostos derivados naftoquinonas. Placa cromatografica pré-
revelada (9A) e placa cromatografica pos-revelada (9B).

Fonte: O autor (2019).

Figura 10: Placa cromatografica para compostos derivados antracénicos. Placa cromatografica pré-
revelada (10A) e placa cromatografica pos-revelada (10B).
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Fonte: O autor (2019).

Figura 11: Placa cromatografica para cumarinas. Placa cromatografica pré-revelada (11A) e placa
cromatografica pos-revelada (11B).

Fonte: O autor (2019).

4.2 ENSAIOS BIOLOGICOS
4.2.1 Atividade Antioxidante: Difenil-picril-hidrazina (DPPH)

No trabalho, foram realizados ensaios bioldgicos para comprovagdo das atividades dos
compostos que as amostras da caatinga possuem.

Os testes antioxidantes realizados no trabalho foram de DPPH e poder antioxidante
redutor do ferro, que possuem mecanismo de agdo e avaliativos distintos. Enquanto primeiro
método baseia-se na transferéncia de elétrons, onde pela agdo de um antioxidante o DPPH ¢
reduzido da sua cor purpura para amarela tendo um decréscimo na absorbancia. O ensaio de
poder antioxidante redutor do ferro se baseia na capacidade de compostos fendlicos reduzirem
o reagente Fe™, com consequente formagdo de um complexo colorido com Fe™. Logo, com
ensaios antioxidantes com diferentes mecanismos de agdes, uma mesma amostra avaliada pode
apresentar desempenhos diferentes em ambos os ensaios (NASCIMENTO, et al. 2011;
SANTOS, et al. 2007).
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Os resultados referentes a atividade antioxidante através da redugdo do radical DPPH
em A. hispidum, B. diffusa e E. bulbosa sdo mostrados nas Figuras 12 e 13. As amostras
etandlicas de raiz de 4. hispidum L. e raiz de E. bulbosa (Mill) apresentaram percentual de

antioxidante menor que 50%, sendo possivel calcular o 1Csy.

A andlise de DPPH revela que os extratos de folhas de B. diffusa e E. bulbosa t€m alta
capacidade antioxidante, nao se diferenciando estatisticamente do padrdao, Ac. Ascorbico
(Figura 12). Comparando com os resultados obtidos nos doseamentos de fenois e flavonoides
foi perceptivel que as amostras que apresentaram alto teor de equivalentes também

demonstraram boas atividades antioxidantes.

Figura 12: Resultado em porcentagem da agdo antioxidante dos extratos etandlicos da A. hispidum L., B.
diffusa L. ¢ E. bulbosa (Mill) Urb. e seu respectivo IC50 (ug mL™).

DPPH
100- " a ICs0
R &G -8~ Ac. ascorbico 99.9+0,3
- T —&— B diffusa - Folha 123.8+0,2
o —— E bulbosa - Folha 159.9 + 15.1
T 60 —¥— B diffusa - Raiz 2491 + 19,5*
5 —— B.diffusa- Caule 270,11+ 62.9*
:E 40- —e— A hispidum - Folha 3227 + 58,5
b - E. bulbosa - Bulbo 496.3 + 56.1™
2 204
0_ T T T T 1
0 200 400 600 800 1000

Concentragdo (pg.mL™)

Fonte: O autor (2019).

Legenda: *P <0.05, **P <0.01, ***P <(0.001 diferenca em relacdo ao padrdo ascorbico

As fragdes analisadas também apresentaram bom desempenho no teste de antioxidante
de DDPH, como a fracdo Acetato de etila da folha que nao apresentou diferenga estatistica do

padrao acido ascorbico (Figura 13).
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Figura 13: Resultado em porcentagem da agdo antioxidante das fragdes da E. bulbosa (Mill) Urb. e seu
respectivo IC50 (ug mL™).

DPPH |C50
100+ . _
A —e— Ac. ascorbico 99.9+0,3

®  80- —a— E. bulbosa Folha - Acetato de etila 123,9 + 9,1

e —— E. bulbosa Folha - Metanol 166,4 + 5,8
% 60 —¥— F bulbosa Bulbo - Diclorometano  165,5 + 3,18
% —e— E. bulbosa Bulbo - Acetado de etila 274,1+ 0,1***
o —-e— E. bulbosa Bulbo - Metanol 375,83 82
t 404 —8- E. bulbosa Raiz - Diclorometano 432,8 + 9,3
< —&— E. bulbosa Raiz - Acetato de etila 346,6 + 1,3**
X 204 - E bulbosa Raiz - Metanol 393,3+7,8**

0

T T T T 1
0 200 400 600 800 1000

Concentracgido (pug.mL™)

Fonte: O autor (2019).

Legenda: *P < 0.05, **P <0.01, ***P < (.001 diferenga em relacdo ao padrdo ascorbico.

4.2.2 Atividade do poder antioxidante redutor do ferro.

Os resultados referentes a atividade de redugdo do poder antioxidante redutor do ferro
para o extrato etanolico das espécies 4. hispidum, B. diffusa e E. bulbosa sio mostrados nas
Tabela 10 e 11. Onde o extrato de folhas da B. diffusa e a fragao diclorometano do bulbo da E.
bulbosa apresentaram os melhores desempenhos em comparacao com outros extratos (Tabela
10). Os resultados expressos em pg equivalentes de Trolox por grama de extrato (ug ET.g™).

Na avalia¢do do poder antioxidante redutor do ferro, o desempenho da A. hispidum L.
também similar com 73,12 + 1,32 ug ET.g", apresentando significAncia P < 0,05 quando
comparado com as amostras da folha da B. diffusa L. que apresentou as maiores quantidades de
equivalentes a trolox.A atividade antioxidante da Acanthospermum pode estar atribuida as
quantidades de flavonoides e a moderadas quantidade de fendis entradas nos testes de

prospeccao e doseamento descritos no trabalho.
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Tabela 10: Resultado da agdo antioxidante dos extratos etanolicos das espécies A. hispidum L., B.
diffusa L. e E. bulbosa (Mill) Urb. expressos em equivalente d¢ TROLOX por grama de extrato (ug
ET.g").

ATIVIDADE DO PODER ANTIOXIDANTE REDUTOR DO FERRO.

Espécie Amostra 1000 pg.mL™"
B. diffusa L. Folha- Etanol 198,08 + 4,64"

E. bulbosa (Mill) Urb. Bulbo- Etanol 129,7 +9,77°
E. bulbosa (Mill) Urb. Folha- Etanol 136,1+ 2,18°
B. diffusa L. Raiz- Etanol 117,1 £6,5°

A. hispidum L. Folha- Etanol 73,12 +£1,32¢

B. diffusa L. Caule- Etanol 57,04 +5,7°¢
E. bulbosa (Mill) Urb. Raiz- Etanol 4727 + 1,56%¢
A. hispidum L. Raiz- Etanol 46,12 + 1,70d

Fonte: O autor (2019).

Entre as fra¢des da E. bulbosa (Mill) Urb., a fragdo acetato de etila da folha, que obteve
o melhor resultado no teste de DDPH, essa mesma amostra demonstrou alto desempenho no
teste de poder antioxidante redutor do ferro com 178,6 + 9.9 pg ET.g”, ressaltando que tal
amostra obteve o maior teor, entre as amostras fracionadas, no doseamento de fendis,
confirmando que compostos fenolicos apresentam boas atividades antioxidantes.

Outras amostras fracionadas que tiveram bom desempenho no doseamento quimico
também apresentaram boas atividades antioxidantes como a fragdo metanol da folha com
DDPH e poder antioxidante redutor do ferro de 164,4 + 5,8 de EC50 ¢ 195,6+2,0 pg ET.g™". As
fragdes diclorometano e acetato de etila do bulbo que corresponderam as maiores atividades no
poder antioxidante redutor do ferro com 344,5+13,4 ¢ 263,8+11,6 ug ET.g", respectivamente,
também apresentaram boas atividades no DPPH com ECS50 de 165,5 + 3,18 e 274,1+0,1,

diferenciando-se estatisticamente do padrao, ac. Ascorbico.
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Tabela 11: Resultado da acdo antioxidante dos extratos fracionados da espécie E. bulbosa
(Mill) Urb. expressos em equivalente de TROLOX por grama de extrato (ug ET.g™).

ATIVIDADE DO PODER ANTIOXIDANTE REDUTOR DO FERRO.

Espécie

Amostra

Concentracao 1000

ug.mL'1
Bulbo — Diclorometano 344,5+13,4*
Bulbo - Acetato de etila 263,8+11,6
Bulbo — Metanol 239,9+10,9"
Folha — Metanol 195,6+2,0"¢
Raiz - Acetato de etila 179,4+13,4>¢
E. bulbosa (Mill) Folha - Acetato de etila 178,6+9.9°¢
Urb. Raiz — Metanol 144,5+1,1%%4
Raiz — Diclorometano 126,544, >4

Raiz - N-hexano

Folha — Diclorometano
Bulbo - N-hexano
Folha — N- hexano

126,0+11,4 ¢
117,5+0,5 >4

93,11+1,2 bede
52,09+1,7 bede

Fonte: O autor (2019).

4.2.3 Fragilidade osmotica

Os resultados obtidos no trabalho para avaliacdo de citotoxicidade frente a células

eritrocitarias de carneiro se encontram na Figura 14, sendo a fragilidade osmotica frente aos

extratos expressas em porcentagem.

Os resultados dos ensaios antioxidantes e quimicos se entrelagam com resultados

hemoliticos que comprovam que as amostras brutas (etanolicas), possuem baixa toxicidade

quando submetidos a contato com eritrécitos. A avaliagdo da fragilidade osmoética mede

capacidade das hemacias de manterem sua integridade estrutural e resistirem a lise quando

expostas ao estresse osmotico.
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Figura 14: Resultados da fragilidade osmotica expressos em porcentagem.

Fragilidade osmética

20 -8~ A. hispidum L. - Folha
154 & A. hispidum L.- Raiz
2 -+ B. difusa L. - Folha
S - B. difusa L. - Caule
g 101 ~ B. difusaL. - Raiz
; -0~ E. bulbosa (Mill) Urb. - Folha
51 8 E. bulbosa (Mill) Urb. - Bulbo
‘_‘/._./‘ A E. bulbosa (Mill) Urb. - Raiz
0

1 1 1 1 1
0 200 400 600 800 1000

Fonte: O autor (2019). Concentragdo (ug.mL")

Na andlise do precipitado eritrocitdrio, nas laminas tratadas com extratos, foram
observadas taxas baixas de hemolise e alteragdes morfoldgicas de membrana puderam ser
detectadas. Essas alteracdes ocorreram predominantemente nos extratos da raiz de B. diffusa
(14% de hemolise na concentragio de 1000 pg.mL™") (Figura 15B). Por outro lado, extratos de
folhas da mesma espécie apresentaram as menores taxas de hemolise (4% de hemolise na

concentragio de 1000 pg.mL™") (Figura 15A).

Segundo o autor Sperandio et al. (2010) a acdo hemolitica deve ser considerada alta
apenas quando as percentagens atingem valores superiores a 40% e baixa quando esses valores
sdo inferiores a 10%. Logo, nenhuns dos extratos que tiveram a hemodlise analisadas
demonstraram-se com alta hemolise frente aos eritrocitos de carneiro, com exce¢do do extrato
da amostra da raiz da B. diffusa L. obteve hemodlise moderada, com 14% de hemolise na
concentracdo mais alta, de 1000 ug.mL'l, os demais extratos analisados apresentaram
percentuais inferiores a 10% se enquadrando em um baixo percentual citotoxico, Onde a
amostra que apresentou menor porcentagem de hemolise foi também a que obteve os melhores
resultados nos antioxidantes, a folha da B. diffusa L., com 4% apresentando diferenca
estatistica para a raiz da B. diffusa L, que apresentou maior porcentagem. Estes resultados
podem ser atribuidos aos componentes quimicos encontrados nestas amostras provenientes do
sertdo pernambucano, onde nenhuns dos resultados das cromatografias gasosas ou HPTLC

encontraram algum componente capaz de causar lise celular descritos em literatura.
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Figura 15: (A) Fotomicrografia dos eritrocitos de carneiro para o ensaio da folha de B. difusa L., na
concentracdo de 1000 pg.mL™ com aumento de 500x. (B) Fotomicrografia dos eritrocitos de carneiro
para o ensaio da raiz da B. difusa L., na concentragio de 1000 pg.mL" com aumento de 500x. *
Eritrocitos integros.
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Fonte: O autor (2019).

4.2.4 Analise citotoxica

O ensaio citotoxico frente a linhagem neoplasica HelLa (carcinoma uterino humano) foi
realizado com os extratos etandlicos da E. bulbosa, onde os resultados se encontram na Tabela

12.
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Tabelal2: Resultado do ensaio de citotoxicidade, com resultados expressos em termos percentuais.

CITOTOXICIDADE
Espécie Amostra Percentual citotoxico (%)
E. bulbosa - Folha Etanol 50
E. bulbosa - Bulbo Etanol 50
E. bulbosa - Raiz Etanol 98
Controle positivo - 99

Fonte: O autor (2019).

Considerando a espécie que apresentou bons desempenhos com suas amostras etanolicas
nos ensaios € bom potencial descrito em literatura, foi realizado testes complementares com a
E. bulbosa (Mill) Urb. que engloba teste citotoxico e antimicrobiano. A andlise citotoxica foi
realizada com as amostras etanolicas frente a linhagem neoplasica HeLa (carcinoma uterino
humano), apresentou resultados positivos com, 98%, 50% e 38% de percentual citotdxico para
os extratos da raiz, folha e bulbo respectivamente.

A atividade citotoxica que se destaca ¢ a da raiz da espécie com 98% de potencial
citotoxico, resultados similares ao controle positivo com 99%. Trabalhos em literatura, em sua
maioria, testam os potenciais sobre o bulbo e dentre esses estudos com outras espécies de
Eleutherine, atribuem atividade citotdxica do bulbo contra células tumorais (JINZHONG et al.,
2006; AMELIA et al., 2014).

Segundo RODRIGUES et al., (2014) o extrato da raiz se enquadrou em alta atividade
citotoxica e moderada atividade para a amostra do bulbo, porém com apenas 38% de
percentual citotdxico as folhas se apresentaram um potencial citotoxico relevante.

Ichwan e Mustofa (2017) avaliaram o extrato acetato, hexano e etanolico do bulbo da E.
bulbosa e descobriram um potencial citotéxico na espécie, assim como o presente trabalho.
Eles atribuem essa atividade a isolado do bulbo da espécie ja descrito na literatura, o
Eleutherin, ¢ conhecido por ser citotoxico para células de cancer de colo de utero.

O trabalho de Wastuti et al. (2015) relaciona os flavonodides presentes nesta planta a sua
atividade apoptodtica, podendo ser usadas no tratamento do cancer, devido a presenca de

quercetina e miricetina. No atual trabalho foi possivel teores de flavonoides, tanto no



58

doseamento, quanto na avaliacdo cromatografica de HPTLC, onde foi possivel detectar na

amostra da raiz da E. bulbosa, o padrdo rutina.

4.2.5 Analise antimicrobiana

Os resultados da andlise antimicrobiana dos extratos etanolicos da espécie Eleutherine
bulbosa frente a nove microorganismos entre fungos e bactérias gram positivas, negativas e
alcool-acido resistentes, seguem listados na Tabela 13. Onde, os controles positivos foram

Canamicina para bactérias e Cetaconazol para fungos.

Tabelal3: Resultado da andlise antimicrobiana, com halos de inibi¢do expressos em mm.

ANALISE MICROBIOLOGICA

Eleutherine Eleutherine Eleutherine

Espécie/
Microorganismos bulbosa bulbosa bulbosa Canamicina  Cetoconazol
Folha Bulbo Raiz
S. Aureus 0+0,0 26+2,6 20,3+0,3 22,33+0,58 -
M. luteus 0+0,0 12+1,7 18,3£2,0 27+1,0 -
B. subtilis 9,3+0,5 23,3+0,5 17,3£1,5 13,33+0,58 -
P. aeruginosa 0+0,0 100 9+0,0 19,66+0,58 -
M. smegmatis 0+0,0 13+1,7 17,3+0,5 40+1,0 -
E. faecalis 0+0,0 11+£1,7 15,6+0,5 13+0,0 -
E. coli 0+0,0 0+0,0 12,3+0,5 14,66+0,58 -
S. marcescens 0+0,0 0+0,0 11,3+1,1 14,66+0,58
C. albicans 0+0,0 13,6+0,5 14,6+0,5 - 24 £1,0

Fonte: O autor (2019).

Para a atividade antimicrobiana, os extratos etandlicos da E. bulbosa analisados,
apresentaram atividade antimicrobiana para diversos microrganismos, pelo método de difusao
em disco. A analise do extrato da raiz demonstrou atividade para todos os microrganismos
testados, com os maiores halos de inibi¢do para: S. Aureus (20,3+0,3), M. luteus (18,34+2,0), B.
subtilis (17,3£1,5), M. smegmatis (17,3%0,5), E. faecalis (15,6+0,5), E. coli (12,3+£0,5) e¢ C.
albicans (14,6+0,5). Em contrapartida, a amostra do extrato da folha apresentou halos de
inibi¢do de 9,3+0,5 para B. subtilis, espécie gram-positiva, porém ndo apresentou atividade

antimicrobiana frente aos demais microrganismos. O Estudo de Rani (2018) atribuiu atividade
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antimicrobiana para a Eleutherine bulbosa, onde isolou um composto fungicida a partir do
bulbo da espécie em questdo.O extrato do bulbo apresentou atividade para gram-positivos,
negativos, alcool-acido resistentes e fungos, com maiores halos, em expressos em mm, para S.
Aureus (26£2,6), B. subtilis (23,3+0,5), M. smegmatis (13+1,7) e para C. albicans com
(13,6+0,5). Trabalhos na literatura cientifica comprovam a atividade antimicrobiana para a E.
bulbosa e também para plantas do mesmo género, testadas em microrganismos gram-positivos,
gram-negativos e fungos, confirmando os resultados obtidos no atual trabalho (IFESAN, et al.

2010; HARLITA et al, 2018).
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5 CONCLUSOES

O atual trabalho analisou o potencial bioativo dos extratos etanolicos deA. hispidum, B.
diffusa e E. bulbosa , onde foi Realizada a caracterizagdao das trés espécies através de testes
fitoquimicos e de doseamentos de fendis e flavonoides, como também a caracterizagdo quimica
através de métodos cromatograficos utilizando HPTLC e GC-MS, observando vasta quantidade
de metabdlitos nas amostras etandlicas e fracionadas. Foi realizado o fracionamento da espécie
que apresentou o maior potencial nas andlises de ensaio biologico e quimico, sendo esta a E.

bulbosa, que obteve significativos resultados nos testes quimicos e bioldgicos realizados.

Com os ensaios biologicos foram avaliadas e comprovadas as baixas taxas de hemolise
e os altos potenciais das espécies como antioxidantes através das analises de DPPH e poder
antioxidante redutor do ferro, observando resultados mais expressivos com as espéciesB.
diffusa e E. bulbosa; com esta ultima espécie foi desenvolvido testes complementares com
seus extratos etanolicos, de citotoxicidade e antimicrobiano, onde para tal , foi
demonstradoresultados positivos frente a linhagem Hela e aos microrganismos testados,as
fracOes dessa espécie também apresentou bons resultados antioxidantes, com os extratos da

folha ndo apresentando diferenga estatistica para o padrdo utilizado (Ac. Ascorbico).

Tais resultados comprovaram o potencial bioativo das espécies e proporcionam um estudo
seguro sobre os seus componentes e atividades, confirmando suas utilizagdes de forma
empirica como fitoterapicos pelas populacdes. Porém, € necessario compreender a necessidade
de estudos complementares com essas espécies para utilizagdo e consumo seguros destas

plantas como forma de terapia.
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2. ABSTRACT

Usually medicinal plants are used as the sole therapeutic resource in the Caatinga biome region.
The present paper realized prospecting tests and analyzes of GCMS and HPTLC, besides
evaluating the antioxidant and hemolytic action of the ethanolic extracts of Acanthospermum
hispidum L., Boerhavia diffusa L. and Eleutherine bulbosa (Mill)Urb. In the HPTLC and
CGMS analyzes, it was possible to detect compounds in the three species evaluated as
phytosterols, naphthoquinones, phenols, coumarins and anthracenic derivatives. The leaves of
E. bulbosa and A. hispidum presented the highest amounts of flavonoids (113.3 + 3.1 and 99.9
+ 3.4pg EQ.g™"). E. bulbosa and B. diffusa leaves had considerable phenol content (105.1+ 1.5
and 161.0 +11.7 ug EGA.g™). These botanical species that had higher content of compounds
had high antioxidant potential of DDPH with leaves of B. diffusa and E. bulbosa (ICsy of
123.8+0.2 ug.mL’1 and 159.9+15.1 ug.mL’l), with no difference to the standard used and the
reduction power analysis showed better results in the same samples (B. diffusa and E. bulbsa
leaves with 198.08+4.64 ug ET.g”" and 136.1 + 2.18 pg ET.g"). Species tested showed low
percentages of hemolysis. The observed results demonstrate the antioxidant potential and low

toxicity of the Caatinga biome species.
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3. INTRODUCTION
Brazil has the largest biodiversity in the world, its plant species are distributed in different
regions of the country and many of them are used to prevent, treat, and cure diseases. Among
these regions, the Caatinga biome stands out. Besides being exclusively Brazilian biome, it
contains a semi-arid climate that provides specific characteristics for the Caatinga areas,
distinguishing them from other areas of the world, with high temperature variation, irregular
rainfall distribution and climate and climate. characteristic soils of the semiarid (Maciel et al.,
2002; Roque and Loiola, 2013).
Plant species found in these locations are subjected to the great conditions of climatic stress in
development, which may culminate in a differentiated metabolism and consequently present
specialized functional and morphological characteristics differing from species in other regions
of the world (Drumond, 2000).
Brejo da Madre de Deus municipality has a long tradicion in phytoterapic production and its
produce attend health policy in specially to primary attention to health. Due to Caatinga
semiarid characteristics and phytoterapic production in this municipality, we selected three
medicinal species used in phytoterapic production: Acanthospermumhispidum L.,
Boerhaviadiffusa L. and Eleutherinebulbosa (Mill) Urb., popularly known in Brazil as "espinho
de cigano", "pega-pinto" and "alho do mato", respectively for raw material characterization.
The present work that aims to perform the phytochemical profile through prospecting tests and
GCMS and HPTLC analyzes, besides we evaluate the antioxidant and hemolytic action of the

ethanolic extracts of the three collected species.

4. MATERIALS AND METHODS

The samples of Acanthospermumhispidum L., Boerhavia diffusa L. and Eleutherine bulbosa
(Mill.) Urb. were collected on May 17", 2017, in Brejo da Madre de Deus, Caatinga region (8°
08'06.2" S and 36° 19'29.4" W).

The local climate is tropical semi-arid (Bsh), with high temperature variation, being between 15
°C and 34 °C, the rain period varies from February to May and are mostly dependent on
weather systems of the type Intertropical Convergence Zone (ZCIT), with an average annual
rainfall of 431.8 mm (Brazil, 2005; Rocha, 2016; Salgueiro et al., 2014). Planosol occurs in this
municipality and it is characterized by imperfectly drained, high natural fertility and flooding in
the rainy season and dryness in summer, the vegetation is characterized by hyperxerophilous

Caatinga with stretches of. deciduous forest (Projetec, 2010; Salgueiro et al., 2014).
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Botanical identification was carried out in Dardano de Andrade Lima herbarium of the
Pernambuco Agronomic Institute (IPA), protocol No. FIB No. 04/2018. Ethanolic extracts of
the leaf and root parts of Acanthospermumhispidum L .; leaf, stem and root of Boerhavia

diffusa L. and leaf, bulb and root of Eleutherine bulbosa (Mill.) Urb.

4.1.Chemical testing

4.1.1 Phytochemical Prospecting Tests
The prospecting analyzes to be described were based on the methodology described by Matos
(2009). Phytochemical tests were performed for the qualitative identification of the following

compounds: Tannins; saponins, anthocyanins, anthocyanidins and flavonoids.

4.1.2. Total Phenolic Content

The total phenolic compounds concentration was determined using the spectrophotometric
method (Singleton et al., 1999). The reaction mixture was prepared by mixing 0.5 mL
methanolic extract solution with 2.5 mL Folin-Ciocalteu reagent (10%) and 2.5 mL 7.5%
NaHCOs;. The blank was prepared concurrently from 0.5 mL of methanol, 2.5 mL of 10%
Folin-Ciocalteu reagent and 2.5 mL of 7.5% NaHCOs, both dissolved in distilled water. The
samples were then incubated in a thermostated bath at 45 °C for 45 min. Absorbance was
determined using the UV-Vis spectrophotometer (UV 1800 Shimadzu) measure at 765 nm.
Samples were prepared in triplicate for each analysis and the. Gallic Acid was used as a
standard then, the equivalent content of phenolic compounds present in extracts was expressed

in terms of pg gallic acid equivalents per gram of extract (EGA pg.g™).

4.1.3. Flavonoid Dosing

The flavonoid determination followed the methodology proposed by Woisky and Salatino
(1998) adapted. The determination consists on pipetting 1 mL of the extract, 1 mL of 5% AICl;
6.H,O solubilized in methanol and 2 mL methanol into a test tube. For the experiment, the
blank was prepared using 3 mL methanol and 1 mL aluminum chloride. After 30 minutes in the
dark and the samples were measure in a spectrophotometer (UV 1800 Shimadzu) at 425 nm.
Samples were prepared in triplicate for each analysis. Quercetin was used as a standard and the
results obtainded and the flavonoid content were expressed in pug quercetin equivalent of

sample per gram of extract (ug EQ.g™).
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Gas chromatography mass spectrometry (GC-MS)

Gas chromatography coupled with mass spectrometry analyzed the samples of 4. hispidum L.,
B. diffusa L. and E. bulbosa (Mill.) Urb. On a GC/MS (Agilent model 7890A), the obtained
mass fragments were compared to those of the NIST version 8 reference library. The
chromatographic conditions used in the extracts analysis were: DB-5ms capillary column (30 m
x 0.25 mm x 0.25 pm) 5% phenyl-95% methylpolisyloxane, with helium carrier gas (1.4
mL.min™"); Split injection mode 1:10; Ionization Electronic impact with 70 Ev; Injected sample
volume 1 mL; Scan Acquisition - 30 to 450 m.z"'; Detector temperature at 280 °C; Injector
temperature 280 °C; Initial temperature 70 °C; Initial time 3 min; Heating rate 4 °C; Final

temperature 280 °C for 15 minutes and Final time 70 minutes.

4.1.4. High-performance thin-layer chromatography (HPTLC)

Qualitative analysis for compound class determination was performed using HPTLC (High-
Performance Thin Layer Chromatography). CAMAG HPTLC module consisting on an
Automatic TLC Sampler 4, Automatic development chamber ADC2 and a TLC Visualizer
handled by WINCATS software (version 1.4.4.6337) were used for the analysis of the ethanolic
extracts of A. hispudim L., B. diffusa L. and E. bulbosa (Mill) Urb. The stationary phase was a
plate (20 cm x 10 cm) composed of pre-activated silica gel with aluminum support (60F254
Merck). The samples were applied on the plate in 9.5 mm long bands distanced 8 mm from the
bottom of the plate and the first application at 20 mm from the left side, maintaining a distance
of 12 mm between each sample. Research was carried out to detect phenolic compounds,
coumarin, naphthoquinones, anthracenic derivatives, triterpenes and steroids. Table 1 shows the

mobile phases and developers for each of the compounds searched.

Table 1: Mobile Phase and revealer used in HPTLC analysis.

Researched
Mobile phase Revealer
Compounds
Phenolic Ethyl acetate - acetic acid-formic acid- N
eu
compounds water (110: 11: 11: 26).

Toluene ether (1: 1).
Coumarin KOH
Saturated with 10% acetic acid.
Naphthoquinones Toluene formic acid (99: 1). KOH

Anthracenic Ethyl methanol-water acetate (110: 13.5: KOH
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derivatives 10).
Liebermann-Burchard

Triterpenes and
Toluene-chloroform-ethanol (40:40:10).  with heating at 100°C

Steroids
for 10min.

4.2. Biological Assays

4.2.2. Antioxidant Activity: Diphenyl-picrilhydrazine (DPPH)

Ethanolic extract solutions were prepared in triplicate at the following concentrations: 1000,
500, 250, 125 and 62.5 ug.mL'l, a control was made by the addition of ethanol and DPPH. At
each concentration of ethanolic extract was added a DPPH solution, for this procedure another
control was made by adding solvent insted of extract. 30 minutes were waited after DPPH
addition. Measure were perfomed in a spectrophotometer (UV 1800 Shimadzu) at 515 nm
(Nascimento et al., 2011). The ability to eliminate the DPPH radical (% antioxidant activity)

was calculated using the following equation:

(Abs Sample — Abs Control)

Elimination [DPPH] (%) = Abs Control

x 100

Additionally, the ICsy was calculated, the extract's ability to induce half of the maximum

antioxidant effect, using GraphPad Prims 7.03 software.

4.2.3. Reducing Power Antioxidant Activity

For the reducing power determination, a 2.5 mL aliquot was used, mixed with 0.2 M phosphate
buffer, and 1.5 mL of 1% potassium ferricyanide was added. The mixture was incubated at 50
°C within 30 min. Then 2.5 mL of trichloroacetic acid (10%) was added with 5 mL of the
mixture. It was centrifuged at 3000g. After this process, 2.5 mL of the supernatant was
removed, later 2.5mL of water and 0.5 of ferric chloride were added. The samples are analyzed
in a spectrophotometer (UV 1800 Shimadzu) and measure at 700 nm. Samples were prepared
in triplicate for each analysis. The calibration curve was performed using TROLOX as
standard, the results being expressed in pg TROLOX equivalent per gram of extract (ug ET.g™")
(Jayanthi and Lalitha, 2011; Ferreira et al., 2007).

4.2.4. Osmotic fragility
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The technique of osmotic fragility performed was based on the methodology described by
modified Darcie and Lewis (1975). The assay was performed in duplicate, the samples were
tested at concentrations of 1000, 500, 250, 125, 62.5 pg.mL'1 diluted in 0.9% isotonic sodium
chloride solution. The samples received 75 pL of sheep blood (Multi Diagnostics) at each
concentration tested to verify hemolysis. The sheep blood were exposed to the extract for 30
minutes.

Then the sample solutions were centrifuged at 2500 rpm for 3 minutes at 25 °C. The negative
control was performed with 0.9% isotonic sodium chloride solution and the positive control
with distilled water, which received the same procedures used in the test samples. The
supernatant absorbance measurement were perfomed at 540 nm in a spectrophotometer (UV
1800 Shimadzu). For determination of hemolysis rate, a measurement were perfomed at 540
nm without adding sheep's blood.

Smears were also performed on panotic stained glass slides, with the precipitate resulting from
the procedure for observing the integral or hemolytic morphology of the erythrocytes, which
were observed through an optical microscope connected to the Leica DFC-280 Camera in

1000x magnification. Hemolysis percentage was calculated by the formula:

Sample abs — Staining Abs

Hemolysis (%) = x 100

Abs Positive Control

4.3. Statistical analysis

Statistical analyzes and graphs were performed using GraphPad Prism 7.03 software. Data were
expressed as mean =+ standard deviation. Statistical difference was calculated using Turkey's
ANOVA with multiple comparisons test for total phenolic content and flavonoid assays and
reducing power analyzes. For DPPH treatments, ANOVA was performed with Dunnett's

multiple comparison test. P values <0.05 were considered significant.

S. RESULTS

5.1. Chemical testing
5.1.2. Phytochemical Prospecting Tests
Among phytochemical prospecting tests it was possible to detect the presence of secondary

metabolism compounds qualitatively (Table 2).
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Table 2: Results of phytochemical prospecting.
PHYTOCHEMICAL PROSPECTION ANALYSIS

Sample Anthocyanin Flavones Chalcones Saponi Tannin
s and s and ns S

anthocyanidi Flavonol Aurones

ns s and
Xanthon
es

A. hispidum L.- Leaf + + + - ++

A. hispidum L. — Root - + + - +

B. diffusa L. - Leaf + ++ + ++

B. diffusa L. — Stalk + + - ++

B. diffusa L. — Root - - + - +

E. bulbosa (Mill) Urb. — + +++ + + ++
Leaf

E. bulbosa (Mill) Urb. — +++ +++ + ++ ++
Bulb

E. bulbosa (Mill) Urb.- + + + + +
Root

Caption: + Poor Presence, ++ Moderate Presence, +++ Strong Presence.

5.1.3. Total Phenolic Content

Gallic acid was used as standard for the determination of total phenolic compounds by the
Folin-Ciocalteu method, the linear correlation established was R? = 0.99321, the linear
regression equation obtained was y = 0.00989x + 0.00995. From linear regression equation
obained the phenolic compounds contents of the samples were determined in terms of

equivalent pg of gallic acid per gram of extract (ug EGA.g™") (Table 3).

Table 3: Average quantification of total phenolic compounds expressed as gallic acid

equivalent (ug EGA.g™).

Samples Total phenolic compounds

Concentration 1000 pg.mL"
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B. diffusa L. - Leaf 161,0+11,7°
B. diffusa L. — Stalk 11,5+ 1,4°
E. bulbosa (Mill) Urb. — Leaf 105,1 +£1,5°
B. diffusa L. — Root 86,1 £ 0,9
E. bulbosa (Mill) Urb. — Bulb 74.8 + 5,94
A. hispidum L. - Leaf 71,43 +0,81%4
E. bulbosa (Mill) Urb. — Root 65,2 + 8,5
A. hispidum L. - Root 21,0 £1,9°

5.1.4. Flavonoid Dosing

Quercetin was used as standard for the determination of total flavonoids by aluminum chloride
(AICls) revelation, the linear correlation established was R*= 0.99576, the linear regression
equation obtained was y=0.02709x - 0.04905. From linear regression equation obained the total
flavonoids contents of the samples were determined in terms of equivalent pg of quercetin per

gram of extract (ug EQ. g'l) (Table 4).

Table 4: Average quantitation of total expressed flavonoids equivalent to quercetin (ug EQ.g"

1).
FLAVONOIDS DOSING
Samples Concentration 1000 pg.mL™"

E. bulbosa (Mill) Urb. — Leaf 1133+ 3,1a
A. hispidum L. - Leaf 99.9 + 3,4b

B. diffusa L. - Leaf 46,0+ 1,8°

B. diffusa L. — Stalk 251+ 1.6

E. bulbosa (Mill) Urb. — Bulb 17.8+ 0.8
E. bulbosa (Mill) Urb. — Root 151408
B. diffusa L. — Root 12,0 + O,2d’e

A. hispidum L. - Root 8,3 + O,2d’e’f

5.1.5. GCMS
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In gas chromatographic analysis, several compounds were detected in the samples (Tables 6 to
13), the characteristics of these compounds such as molecular weight, molecular formula,
retention time and peak area (%) are summarized in Appendix A. For analysis we considered
only those with similarity index above 80%.

In this sense the compounds detected in 4. hispidum leaves, Lavandulol (98.1%); E. bulbosa
leaves, 2-Thiouracil (85.6%); E. bulbosa bulb; Ethanolamine (83.8%); E. bulbosa root, 1H-
1,2,4-Triazole-3-carboxylic acid (75.9%).

5.1.6. High-performance thin-layer chromatography (HPTLC)

A. hispidum, B. diffusa and E. bulbosa samples were evaluated for detection of various
compounds in HPTLC analysis, where the characteristics of the bands were analyzed and
compared with their respective analysis standards (Figures 1 to 6).

B. diffusa stem and leaf samples and A. hispidum leaf and root samples showed bands for
triterpenes (Figure 1) and their standards (Sitosterol and Stigmasterol) as well observed for
monoterpenes and their standards (Carvacrol and Thymol) (Figure 2).

In the evaluation of phenolic compounds, the samples of E. bulbosa leaf, bulbs and root
showed a color change and match the rutin pattern (Figure 3). For detection of
naphthoquinones (Figure 4) the standard used was Lapachol and the bulb sample of E. bulbosa
showed characteristics for this type of compound. In the chromatographic plate of anthracenic
derivatives, the bulb and root samples presented revelation matching their Aloin standard

(Figure 5) and in the coumarin evaluation (Figure 6).

5.2. Biological Assays

5.2.2. Antioxidant Activity: Diphenyl-picrilhydrazine (DPPH)

The results regarding antioxidant activity by reducing the DPPH radical in A. hispidum, B.
diffusa and E. bulbosa are shown in Figure 7.

DPPH analysis reveals that B. diffusa and E. bulbosa leaf extracts have similar antioxidant
capacity as ascorbic acid (Figure 7). The samples A. hispidum L. root and E. bulbosa (Mill)

root presented antioxidant percentage lower than 50%, so it was possible to calculate the I1Cso.

5.2.3. Reducing Power Antioxidant Activity
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The results regarding the activity of reducing antioxidant power for the ethanolic extract of 4.
hispidum, B. diffusa and E. bulbosa species are shown in Table 5. Besides leaves extract B.

diffusa had the best performance compared with others extracts (Table 5).

Table S5: Result of the antioxidant action of extracts of the species expressed as TROLOX
equivalent per gram of extract (ug ET.g™).
ANTIOXIDATING ACTIVITY OF REDUCING POWER

Sample Concentration 1000 ug.mL'1

B. diffusa L. - Leaf 198,08 + 4,64

E. bulbosa (Mill) Urb. — Leaf 136,1+ 2,18°
E. bulbosa (Mill) Urb. — Bulb 129,7 +9,77°
B. diffusa L. — Root 117,1 +6,5°

A. hispidum L.- Leaf 73,12 +£1,32¢

B. diffusa L. — Stalk 57,04 +5,7%¢
E. bulbosa (Mill) Urb.- Root 4727 +1,56%¢
A. hispidum L. — Root 46,12 + 1,70°

5.2.4. Osmotic fragility

The evaluation assay for cytotoxicity against sheep erythrocyte cells are shown in Figure 8,
with osmotic fragility compared to extracts expressed as a percentage.

In the analysis of the erythrocyte precipitate slides treated with extracts, low hemolysis rates
were observed, and few morphological changes could be detected. These changes occurred
predominantly in B. diffusa root extracts (14% hemolysis at a concentration of 1000 ug.mL'l)
(Figure 9B). On the other hand, leaf extracts of the same species had the lowest hemolysis rates

(4% hemolysis at a concentration of 1000 pg.mL™") (Figure 9A).
6. DISCUSSION

Some plants in the Caatinga region are known to be used as herbal medicines, due to the
compounds that provide them with a therapeutic profile, where secondary metabolites present
in these plants are involved in their beneficial and medicinal effects (Chatterjee, 2015; Morais,

2005). Caatinga presents climate, temperature, precipitation, soil and other different abiotic
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components when compared to other regions, which may influence the amount of metabolites
produced during plant development, due to the stress of the high variation of environmental
conditions (Calixto, 2001; Gouinguené and Turlings 2002).

The stress response capacity of a given system is determined by resistance methods that can be
scape or tolerance. In escape mechanisms there is a reduction in metabolic activity, as opposed
to tolerance mechanisms, where there is a greater activity in the production of compounds
(Willadino and Camara, 2010). Studies such as Pimpao (2009) confirm the capacity of
metabolic alteration of plants, in which water stress and salinity increased the amount of
phenols and antioxidant activity.

This paper carried out chemical and biological tests to evaluate the potential of A. hispidum L.,
B. diffusa L. and E. bulbosa (Mill) Urb. from caatinga stress climate. For the evaluation of the
compounds found in these caatinga species, phytochemical prospections, flavonoid and phenol
equivalents assays and chromatographic analysis by GCMS and HPTLC were performed. The
phytochemical prospecting was qualitatively evaluated of compounds of Anthocyanins and
anthocyanidins, Flavones, Flavonols, Xanthones, Chalcones and Aurones, Saponins and
Tannins in the three studied species.

Anthocyanins and anthocyanins were detected in E. bulbosa (Mill) Urb. species, corroborating
the work of Thanh et al. (2012) where the author found about 2.04% of these components in the
species bulbs. The presence of flavones, flavonols and xanthones in E. bulbosa (Mill) Urb. leaf
and bulb extracts in the prospecting test corroborate literature articles for the species (Sinacay,
2016; Martao, 2013). The work of Maurya (2007) found the presence of flavones, flavonols
and xanthones in B. diffusa L. leaf extract according to the results of the present work. It was
also possible to verify the presence of chalcones, aurones and tannins in the leaf and stem of the
species.

In sync with the assay of phenolic compounds, the three species analyzed presented
considerable contents of the equivalents of the substances, where the sample B. diffusa L. leaf
presented 161.0 + 11.7 ug EGA.g"' and the sample of Stem with 111.5 + 1.4 ug EAG.g™', these
being the highest levels of phenolic equivalents. With no statistical difference for the B. diffusa
L. stem sample, the E. bulbosa (Mill) Urb. leaf sample presented 105.1 + 1.5 ug EAG.g ™. The
samples of E. bulbosa (Mill) Urb. Bulb and root with 74.8 + 5.9 and 65.2 + 8.5 ug EAG.g
respectively, and 4. hispidum L. Leaf with 77.1 + 9.1 ug EAG.g" showed considerable levels
of equivalent to phenolic compounds without statistical difference. Was found 21.0 = 1.9 pg
EGA.g" in the A. hispidum L. Root sample, differing statistically from the other species

evaluated.
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The samples with the highest content of phenolic compounds also showed the highest results
for the flavonoid compounds. The samples of E. bulbosa (Mill) Urb. leaf which presented the
highest quercetin equivalent content with 113.3 + 3.1 pg EQ.g"' followed by samples of 4.
hispidum L. leaf with 99.9 + 3.4 pg EQ.g”" and B. diffusa L. leaf with 46.0 + 1.8 pg EQ.g™,
were there is a statistical difference between them.

The articles in the scientific literature agree with the results of the phenol and flavonoid assays,
demonstrating that the equivalent levels are similar to those found in the present paper.
Bhardwaj et al. al (2014), similar amounts of quercetin equivalents were found for B. diffusa L.
leaf and root samples. In the specie E. bulbosa (Mill) Urb. Fawole et al., (2009) attribued
amount of phenolic compounds to anti-inflationary activities of the Iridaceae family. According
to Degaspari (2004) the presence of phenolic compounds may contain antioxidant actions,
inhibiting the oxidation of lipids or other molecules, preventing the onset or spread of oxidation
chain reactions, preventing the development of various diseases.

In the specie A. hispidum L., it was possible to detect with the similarity index of 98.1% the
compound Lavandulol that according to a literature presents moderate antioxidant activity,
composed of varied fragrances (Ruberto & Baratta, 1999). For this same specie, HPTLC
analyzes detected monoterpenes and triterpenes in the leaf and root samples and the source
results are in agreement with the work of Araujo et al. (2013) who detected the phytosterol in
hydroethanolic extract of roots of A. hispidum L.

Phytosterols were also detected in B. diffusa L. leaf and stem in HPTLC analysis. Studies point
to its likely prevention and potential therapy for human cancer, already found in foods with
vegetable oils. Its activity in literature is described for having anti-carcinogenic and anti-
atherogenic properties, for inducing apoptosis of breast cancer cells (Maguire et al. 2003; Li,
2001).

In chromatographic tests with E. bulbosa (Mill) Urb. naphthoquinones were detected using the
Lapachol standard. This result is consistent with the literature where studies have found
derivatives or isolates of naphthoquinones or anthraquinones from bulbs of the species or its
genus Eleutherine (Mahabusarakam et al., 2010; Paramapojn, et al. 2008; Alves et al. 2003;
Rani, 2018); In the specimens of the same genre were also detected phenolic and coumarin
compounds, being equivalent to their respective patterns rutin, quercetin and coumarin, where
such compounds are related to several activities, including antioxidants, anti-inflammatory and
anti-tumor (Beegum et al. 2014; Oliveira, 2016).

With a similarity index of 83.8%, Ethanolamine was detected in E. bulbosa (Mill) bulb and is

involved in the metabolic pathway through phosphatidylcholine biosynthesis. In GCMS
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analyzes a benzophenone with a similarity index of 92.4% was found which is a flavoring
found in red fruits, and a DL-Arabinose which is a pectin in the cell wall of higher plants.
(Bano, 2012; Pojarova et al. 2007; Rani and Nair, 2016; Rodriguez and Willian, 2014).

In chromatographic tests with E. bulbosa (Mill) Urb. was detected Naphthoquinones using the
standard Lapachol. This result is consistent with the literature where studies have found
derivatives or isolates of naphthoquinones or anthraquinones from bulbs of their species or
their genus Eleutherine (Mahabusarakam et al., 2010; Paramapojn, et al. 2008; Alves et al.
2003; Rani, 2018). In the genus Eleutherine were also detected phenolic compounds and also
coumarins, being equivalent to their respective patterns rutin, quercetin and coumarin, where
such compounds are related to several activities, including antioxidants, anti-inflammatory and
anti-tumor (Beegum et al., 2014, Oliveira, 2016).

In the paper, biological assays were realesed to prove the activities of caatinga species. The
antioxidant tests performed were DPPH and reducer power, which have different mechanism of
action. DDPH is based on electron transfer, where the action of an antioxidant is used to reduce
the color purple to yellow with a decrease in absorbance. The reducing power test is based on
the ability of phenolic compounds to reduce Fe™ reagent, with the consequent formation of a
Fe™ colored complex. With the use of antioxidants with different mechanisms of action,
samples may present different performances in both trials (Nascimento, et al. 2011; Santos, et
al. 2007).

The species with the best results for DPPH were B. diffusa L. and E. bulbosa (Mill) Urb.
leaves, with ICs results of 123.8 + 0.2 pg.mL™" and 159.9 + 15.1 pg.mL™" with no statistical
difference for the standard used, ascorbic acid with 99.9 + 0.3 pg.mL™". The same samples in
reducing power presented the largest equivalents of a trolox with 198.08 + 4.64 pg ET.g" for
B. diffusa L. leaf and 136.1 + 2.18 ETg" for E . bulbosa (Mill) Urb. leaf presenting
significance, with P<0.05 when compared with each other. The results can be interrelated with
the expressive phenolic and flavonoid compounds reported in this article.

Other samples of B. diffusa L. showed antioxidant activity in both tests, in DPPH with an ICs
of 270.1 + 62.9 ug ET.g" for the stem and 249.1 + 19.5 pg ET.g™ for the root, not statistically
differing between them. Reduction power analysis showed 57.04 + 5.7 pg ET.g” for the stem
and 117.1 + 6.5 ng ET. g'1 for the root, where the root sample showed no statistical difference in
comparison sample of bulb of E. bulbosa (Mill) Urb. with 129.7 + 9.77 ug ET.g™.

Other samples also showed antioxidant activities such as the species 4. hispidum L., which
presented, in the DPPH assay in its leaf sample the ICsy of 322.7 + 56.5 pg.mL", differing

statistically from the standard. In the evaluation of the reducing power, the performance of 4.
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hispidum L. was also similar with 73.12 + 1.32 pg ET.g", presenting significance P<0.05 when
compared to B. diffusa L. leaf samples which presented the highest amounts of trolox
equivalents. Acanthospermum's antioxidant activity may be attributed to the amount of
flavonoids and the moderate amount of phenols entered in the prospecting and dosing tests
described in the paper.

The results of the chemical and antioxidant tests are compatible with the hemolytic tests that
prove that these samples have low toxicity when in contact with erythrocytes. Osmotic fragility
assessment measures the ability of red blood cells to maintain their structural integrity and
resist lysis when exposed to osmotic stress.

According to the author Sperandio et al. (2010) hemolytic action should be considered high
only when the percentages reach values above 40% and low when these values are below 10%.
None of the extracts showed high hemolysis of sheep erythrocytes, except for the extract of the
B. diffusa L. root sample, moderate hemolysis, with 14% hemolysis at the highest concentration
of 1000 pg.mL™”, and the other extracts analyzed showed presented percentages below 10%
adjusting a low cytotoxic percentage. The sample with the lowest percentage of hemolysis was
also the one that obtained the best results of its antioxidant results, the B. diffusa L. leaf, with
4% hemolysis. These results can be attributed to the chemical components found in these
samples from the Pernambuco backlands, where none of the gas chromatography or HPTLC

results found any component capable of causing cell lysis described in the literature.

7. CONCLUSIONS

The present work demonstrated the richness of metabolic compounds through several chemical
analyzes of Acanthospermum hispidum L., Boerhavia diffusa L and Eleutherinebulbosa (Mill)
when collected in Caatinga region. The low percentage of hemolysis was observed suggesting

extracts low toxicity, besides these sample presented antioxidant activities.
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ANEXO B - TABELAS COM COMPOSTOS DETECTADOS NAS ANALISES
DE GC-MS

Tabelal4: Resultados da analise de GC-MS para os extratos de Folha da espécie A. hispidum L.

Acanthospermum hispidum L.

Folha
RT AP (%) Formula molecular Peso molecular
3.27 34.22 CH, O, 130.09938
4.52 8.48 C,H,,0, 160.14633
5.64 6.78 C22H45Cl3Si 442.235611
11.53 5.17 C,,H,,NO 173.177964
17.99 2.35 C,H,,0 158.167066
30.41 0.56 CH,O,S 188.050715
32.66 3.90 C,H,0, 186.16198
33.45 7.40 C7H14O2 130.09938
34.32 2.45 CH, O, 144.115029
36.59 7.29 CH, 124.1252007
36.71 4.95 C, H, 150.140851
36.94 5.72 C,H,,0 156.151415
37.40 5.28 CH,, 124.1252007
42.96 3.38 C,H,N OS 128.004434
44.50 2.00 C,H,0 154.135765

Fonte: O autor (2019).

Tabelal5: Resultados da analise de GC-MS para os extratos de raiz da espécie A. hispidum L.

Acanthospermum hispidum L.

Raiz
AP (%) RT Formula molecular Peso molecular
71.16 3.272 CH, O, 130.09938
28.840 33.453 CH, O, 130.09938

Fonte: O autor (2019).
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Tabelal6: Resultados da analise de GC-MS para os extratos de folha da espécie B. diffusa L.

Boerhavia diffusa L.
Folha
RT AP (%) Formula molecular Peso molecular
3.28 32.76 C7H140; 130.09938
4.53 8.51 CoH200» 160.14633
5.65 7.03 CisHzo 210.234751
11.53 5.50 C1oH23NO 173.177964
17.99 2.71 CxHysCl5Si 442.235611
24.02 1.04 C,0H»,0 158.167066
25.57 31.83 C7H 1406 194.079039
30.54 1.42 CosHasNO3 387.183443
33.45 2.05 CioH200, 172.14633
36.95 4.09 CioH200 156.151415
42.96 3.01 C4H4N,OS 128.004434

Fonte: O autor (2019).

Tabelal7: Resultados da anélise de GC-MS para os extratos do caule da espécie B. diffusa L.

Boerhavia diffusa L.
Caule
RT AP (%) Formula molecular Peso molecular
3.27 9.15 C7H140; 130.09938
25.51 27.84 C7H1406 194.079039
33.48 19.78 Ci6H320, 256.24023
36.95 1.33 CsHi00; 138.06808
37.41 4.80 CioHisg 138.140851
37.56 10.34 Ci4H260 210.198365
59.73 26.73 Ca9H500 414.386166

Fonte: O autor (2019).

Tabelal8: Resultados da anélise de GC-MS para os extratos da raiz da espécie B. diffusa L.

Boerhavia diffusa L.
Raiz
RT AP (%) Formula molecular Peso molecular
3.27 9.07 C7H 140, 130.09938
3.50 2.70 C3HeOs 90.031694
3.54 0.63 CsH;1INO 101.084064
18.87 17.23 C3HgN,O 86.0480127
25.69 62.05 C7H 1406 194.079039
33.46 8.29 C1,H»0; 186.16198
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Fonte: O autor (2019).

Tabelal9: Resultados da analise de GC-MS para os extratos da folha da espécie E. bulbosa (Mill) Urb.

Eleutherine bulbosa (Mill) Urb.

Folha
RT AP (%) Formula molecular Peso molecular
3.27 23.08 C7H 140, 130.09938
3.55 4.13 CioHis 138.140851
30.42 7.96 CioHis 138.140851
33.47 16.92 C11H20, 186.16198
36.95 3.88 C17H3404 302.24571
37.41 10.51 CioHys 138.140851
37.53 28.36 Ci5H300 262.229666
38.13 2.28 CsH;0Os 150.052823
42.97 2.83 C4H4N,OS 128.004434

Fonte: O autor (2019).

Tabela20: Resultados da analise de GC-MS para os extratos do bulbo da espécie E. bulbosa (Mill) Urb.

Eleutherine bulbosa (Mill) Urb.

Bulbo
RT AP (%) Formula molecular Peso molecular

3.27 11.11 C7H140; 130.09938

3.54 1.10 C,H;NO 61.052764

33.46 4.45 CoH 1603 172.109944
37.40 6.82 CioHisg 138.140851
37.55 2.10 C12H204 230.151809
39.14 32.32 Ci6H1604 272.104858
40.19 12.52 Ca0H;60 272.120115
42.94 29.55 Ci13H12N20; 244.084792

Fonte: O autor (2019).
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Tabela21:Resultados da analise de GC-MS para os extratos da raiz da espécie E. bulbosa (Mill)
Urb.

Eleutherine bulbosa (Mill) Urb.

Raiz
RT AP (%) Formula molecular Peso molecular
3.27 15.89 C7H 140, 130.09938
3.50 6.93 C3Hg03 90.031694
3.87 32.58 C,HeO2S 94.0088506
24.03 22.49 C1oH23NO 173.177964
24.72 1.59 Ci3H100 182.073165
29.51 9.81 Ci5H604 270.18311
33.46 5.62 CioH200, 172.14633
34.49 243 C1oH220 158.167066
37.55 0.77 C;H3N;0, 113.0225263
38.27 1.83 C1,H2;NO, 213.172879

Fonte: O autor (2019).
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