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RESUMO

Encholirium spectabile (Macambira da flecha) € uma espécie vegetal,
principalmente, utilizada por comunidades de escassos recursos
socioeconémicos da Caatinga brasileira como fonte nutricional, alimenticia e
para o tratamento de doencas. O objetivo desta pesquisa foi determinar o
potencial antimicrobiano, cicatrizante e citotoxico de extratos etandlicos da
folha, espinho, casca e raiz e de suas fracbes, da espécie vegetal E.
spectabile. A planta foi coletada no municipio de Olho D'agua do Casado, em
Alagoas. Folhas, espinhos, casca e raiz foram cortadas, separadas e
submetidas ao método de maceragdo em frio para a producdo de extratos
etanolicos. Posteriormente, foi realizado e fracionamento e analises
fitoquimica dos extratos obtidos. Obtidas as fragfes, realizou-se o teste de
Microdiluichio em Caldo para determinacdo da concentracdo inibitoria
minima. Testaram-se cepas de Staphylococcus aureus, Staphylococcus
epidermidis, Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa e Shigella flexneri. A
partir dos resultados foram escolhidas as fragbes com as melhores
concentracdes inibitérias e realizados ensaios bioldgicos in vitro e in vivo
para determinacdo do potencial biolégico desta espécie. A identificacdo do
potencial antioxidante foi realizada a partir do método de sequestro de
radicais livres e a avaliacdo do potencial antioxidante foi realizada por meio
do ensaio de toxicidade aguda de Artemia salina sp. O teste de microdiluicdo
em caldo demonstrou alta e moderada atividade inibitéria contra cepas Gram
positivas para as fracfes FA da raiz 31 pg/mL e FH da casca 125 ug/mL. Ja
as fracbes FA da folha 250 pg/mL e FMf 500 pg/mL, moderada e baixa
atividade antimicrobiana, respectivamente. As analises fitoquimicas
mostraram a presenca de duas principais familias metabdlicas: compostos
fendlicos e terpendides. O método de sequestro de radicais livres evidenciou
porcentagens superiores a 80% quando testada a FHc em concentragdes a
partir dos 30 pg/mL, 40 pg/mL e 50 pg/mL e porcentagens superiores a 80%
e muito proximos de 90% quando testada a FA da raiz nas concentracdes de
20 ug/mL, 30 ug/mL, 40 pg/mL e 50 pg/mL. No ensaio de toxicidade aguda,
de A. salina utilizando as FA e FM da Folha, FH da casca e FA da raiz nas
concentracbes de 2000 pg/mL, 1000 ug/mL, 500 pg/mL e 250 pg/mL

comprovou-se que as amostras ndo foram toxicas.
Palavras-chave: Encholirium spectabile, Atividade antimicrobiana, Atividade antioxidante,
Atividade citotoxica.



ABSTRACT

Encholirium spectabile (Macambira da flecha) is a plant species mainly used by
communities of scarce socioeconomic resources in the Brazilian Caatinga as a
nutritional, food source and for the treatment of diseases. The objective of this
research was to determine the antimicrobial, healing and cytotoxic potential of
ethanolic extracts from the leaf, thorn, bark and root and their fractions, of the E.
spectabile plant species. The plant was collected in the municipality of Olho D'agua
do Casado, in Alagoas. Leaves, thorns, bark and roots were cut, separated and
subjected to the cold maceration method to produce ethanol extracts.
Subsequently, fractionation and phytochemical analysis of the obtained extracts
were carried out. Once the fractions were obtained, the Broth Microdilution test
was performed to determine the minimum inhibitory concentration. Strains of
Staphylococcus aureus, Staphylococcus epidermidis, Escherichia  coli,
Pseudomonas aeruginosa and Shigella flexneri were tested. From the results,
fractions with the best inhibitory concentrations were chosen and biological tests in
vitro and in vivo were performed to determine the biological potential of this
species. The identification of the antioxidant potential was carried out using the
free radical scavenging method and the evaluation of the antioxidant potential was
carried out by means of the acute toxicity test of Artemia salina sp. The broth
microdilution test demonstrated high and moderate inhibitory activity against Gram
positive strains for the FA fractions 31ug / mL and FH 125 ug/mL. The FA fractions
250 pg/mL and FM 500 pg/mL, with moderate and low antimicrobial activity,
respectively. Phytochemical analyzes showed the presence of two main metabolic
families: phenolic and terpenoid compounds. The free radical scavenging method
showed percentages greater than 80% when testing FH in concentrations from 30
pg/mL, 40 ug/mL and 50 pg/mL and percentages greater than 80% and very close
to 90% when tested on FA in concentrations of 20 pg/mL, 30ug / mL, 40ug / mL
and 50 pyg/mL. In the acute toxicity test, of A. salina using FA, FM, FH and FA in
the concentrations of 2000 ug/mL, 1000 uy /mL, 500 yg/mL and 250 ug/mL it was

proved that the samples were not toxic.
Keywords: Encholirium spectabile, Antimicrobial activity, Antioxidant activity, Cytotoxic activity.
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1. INTRODUCAO

O uso de plantas medicinais e suas indicacdes terapéuticas é
considerado uma pratica antiga ainda vigente, que se relaciona a
influéncias sociais, culturais e histéricas constituindo uma das principais
atividades de atencdo em salde, especialmente, em paises em via de
desenvolvimento (GONCALVES et al., 2018).

De acordo com a Organizacdo Mundial da Saude/OMS (2013),
entre 65 e 80% dos paises em via de desenvolvimento, dependem e
utilizam plantas medicinais como alternativa terapéutica, porém, s6 uma
porcentagem minoritaria destas espécies tem sido estudada com fins
cientificos, sendo necesséario comprovar caracteristicas biolégicas como
seus constituintes metabdlicos (JUVIK et al., 2017) e toxicidade (SILVA et
al.,, 2017), (ALONSO et al., 2017), talentos atribuidos empiricamente e
que precisam ser avaliados para certificar sua qualidade, seguranca e
eficacia (EKOR, 2014).

Estudos etnofarmacoldgicos realizados principalmente por paises
como Brasil, Alemanha, China, Reino Unido, Estados Unidos, entre
outros, comprovaram que produtos derivados do metabolismo
secundarios das plantas possuem relevantes propriedades
biotecnolégicas, as quais tém despertado o interesse da industria
farmacéutica para o aproveitamento destes recursos (ESPINOZA, 2017).

Moléculas naturais tem sido a base do surgimento de novos
farmacos e também, a descoberta de novas acbes terapéuticas. O
paclitaxel € um farmaco antitumoral obtido a partir do caule do Taxus
Brevifolia. Outros medicamentos amplamente conhecidos sé&o a digoxina
(Digitalis spp), Morfina (Papaver somniferum), aspirina (Salix sp.) e
atropina (Atropa belladona) (LEONTI et al., 2017).

O surgimento de novas tendéncias ideoldgicas, a recorréncia de
efeitos adversos dos farmacos sintéticos, o desenvolvimento de novas
tecnologias, o0 aumento de recursos destinados a promoc¢éo da pesquisa
e desenvolvimento de novos produtos sdo provavelmente os fatores que
poderiam explicar os interesses que o Brasil, e o mundo em plena era do

conhecimento moderno, tém em explorar esse mercado (ARSHAD., et al
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2014).

O estudo de plantas com potencial medicinal tem despertado
grande interesse entre pesquisadores de diferentes disciplinas como a
agricultura, biologia, farmacologia, enfermagem, medicina, nutricéo,
situacdo que promove a multidisciplinaridade entre areas, até mesmo, da
enfermagem, que gradativamente vem ganhando espaco dentro da
pesquisa experimental e simultaneamente propondo novas alternativas
para o aproveitamento destes recursos (ALVES, 2004).

O governo brasileiro tem incentivado o uso de espécies com
potencial medicinal como estratégia para promover o aproveitamento de
seus recursos florestais e com o intuito de garantir e melhorar o acesso
aos servicos de saude. Uma das estratégias aprovadas foi a instauracéo
da Politica Nacional de Praticas Integrativas e Complementares no
Sistema unico de Saude (BRASIL, 2006).

Com a inclusdo desta politica, deu-se inicio a implantacdo de
diretrizes que normalizaram o0 uso de terapias alternativas na atencéo
basica, entre elas, o uso de plantas com potencial medicinal com fins
terapéuticos (BRASIL, 2006).

A presenca de diferentes biomas: Amazbnia, Cerrado, Mata
Atlantica, Caatinga, Pantanal e Pampa, faz com que o Brasil seja
reconhecido como o pais mais biodiverso do mundo e, portanto, guarda a
maior nimero de espécies vegetais do planeta (ZENNI, 2015). Algumas
destas espécies ja tém sido reconhecidas para o tratamento de doencas
gastrointestinais (Echinodorus grandiflorus, Myracrodruon urundeuva
Allemé, Syagrus romanzoffiana), genitourinarias (Aristolochia triangularis,
Achyrocline satureioides), respiratérias (Bromeliaceae), cardiovasculares
(Equisetum hyemale L), entre outras (BOLSON., et al 2015).

Com o intuito de promover 0 uso responsavel e consciente de
espécies vegetais para fins terapéuticos, o presente estudo propde
identificar a atividade antimicrobiana, antioxidante e o potencial citotoxico
da espécie Encholirium spectabile. Deste modo, foi formulada a seguinte
qguestao norteadora: A espécie vegetal Encholirium spectabile apresenta

atividade antimicrobiana, antioxidante e potencial citotoxico?
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 Encholirium spectabile

Encholirium spectabile também conhecida como macambira ou
macambira da flecha, constitui a espécie de maior plasticidade fenotipica
e morfologica e de distribuicdo geogréfica do seu género (FORZZA,
2005). E uma espécie xerdfita e saxicola endémica da regi&o oriental do
Brasil (RICARDO et al., 2018).

Ocorre invariavelmente em solos ricos em sedimentos
clastocarbonéticos consolidados da era mesozoica, intercalados com
sedimentos silticoargilosos e calciferos de assentamentos pedregosos e
semiaridos de cadeias montanhosas e serrarias nos dominios Cerrado e
Caatinga (Figura 1), onde apenas espécies altamente adaptadas a
condicbes ambientais extremas podem sobreviver ao baixo fornecimento
de agua e altas temperaturas (GONCALVES et al., 2017; SGB, 2014;
RAMALHO et al., 2004).

Anatomicamente difere de outras espécies da mesma familia por
suas folhas verde-amareladas, concavas-convexas, 25 a 84 cm de
comprimento, espinhosas e de &pice apiculado e puntiforme. Uma Unica
inflorescéncia de aproximadamente 0,7 a 2mm de comprimento que
floresce e frutifica regularmente entre os meses de abril e setembro
(Figura 1) e constitui um microhabitat para algumas espécies de insetos.

Seu caule, abundante e condensado, se encontra unido a
estrutura foliar por meio das bainhas foliares, fato que levou a diferentes
autores utilizar o termo acaulescente (FORZZA, 2005; RAMALHO, 2004).

Esta espécie é utilizada tradicionalmente por populacdes de
escassos recursos socioecondémicos, especialmente da Caatinga
brasileira, constituindo uma importante fonte nutricional para estas
familias. Analises nutricionais das folhas evidenciaram seu baixo teor
proteico e lipidico e alto conteido de carboidratos, motivo pelo qual,
estas sdo extraidas e trituradas para a preparacdo de farinha que é
utilizada para a coccao de cuscuz (NASCIMENTO, 2012).
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Figura 1 - Encholirium spectabile. (A) folhas; (B) inflorescéncia; (C) flor; (D)
Pétala.
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Autor: Emerson Pereira Martinez. Adaptado de Forzza (2005).

Além das suas vantagens nutricionais, Encholirium spectabile é
valorizada por sua importancia ornamental e ecologica para outras
especies nativas. Ramalho e colaboradores (2004) observaram a
presenca de ninhos de Xylocopa (Monoxylocopa) abbreviata em hastes
de inflorescéncias desta espécie. Sua estrutura macica e maleavel séo
caracteristicas morfologicas que a convertem esta espécie vegetal em
seu principal substrato de nidificacdo apenas para espécies de xylocopa
de porte moderado (RAMALHO, 2004).

Sistemas de polinizacdo generalizados ou mistos em Encholirium
spectabile mediados principalmente por pequenos vertebrados como o

morcego, assim, como outros mamiferos de maior porte como a Gamba
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albiventris e algumas aves como o colibri. Atributos florais desta espécie
como seu ciclo crepuscular-noturno, antese noturna, inflorescéncias com
abundante producéo de flores e disponibilidade de néctar durante o dia e
a noite, além do alto teor de acglcares que atendem o0s requisitos
nutricionais de diferentes polinizadores, sdo atributos associadas a
ornitofilia e quiropterofilia, favorecendo a alta diversidade de
polinizadores de diferentes espécies, qualidade ndo comum em outras
espécies de bromélias (QUEIROZ et al., 2016; OLIVEIRA et al., 2017).

Encholirium spectabile € a espécie melhor compreendida e
estudada do seu género, ndo obstante, poucos tém sido os estudos
realizados sobre os aspectos fitoquimicos e farmacoldgicos desta
espécie (JUVIK 2017). Um estudo etnobotanico liderado por Almeida e
colaboradores (2010) identificou as principais plantas nativas e exoticas
com potencial medicinal, conhecidas e utilizadas pelas comunidades
rurais do estado de Paraiba, Brasil, destacando-se 108 espécies
pertencentes as familias Euphorbiaceae, Lamiaceae, Caesalpiniaceae,
Mimosaceae, Solanaceae e Bromeliaceae. Desta ultima, Encholirium
spectabile foi reconhecida por membros da comunidade de Barrocas
como uma das espécies mais utilizadas para o tratamento de doencas.

Saraiva e colaboradores. (2013) reportaram a atividade
antinociceptiva de extratos etandlicos de Encholirium spectabile a partir
de modelos animais. Em seu estudo, foi administrado 10 mL/Kg de peso
de acido acético 0,9% em camundongos previamente tratados com
doses de 100, 200 e 400 mg/kg de extrato etandlico de folhas de
Encholirium spectabile. Apds observacdo e analises das contor¢des
abdominais dos animais, foi determinado que este extrato possui
atividade antinociceptiva periférica provavelmente associada a presenca
de compostos fendlicos.

Carvalho e colaboradores (2010) demonstraram o potencial
antiulcerogénico de extratos etandlicos de folhas de Encholirium
spectabile. Em seu estudo, induz Ulceras gastricas em ratos utilizando
substéancias corrosivas que deterioraram a mucosa gastrointestinal: alcool
absoluto, acido cloridrico/etanol e uma solucdo de ibuprofeno. Os

resultados demonstraram que administracdo de doses de 100 mg/kg
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protege e reduz notavelmente as lesdes gastricas.

A atividade antimicrobiana desta espécie também tem sido
comprovada por diferentes autores. Silva e colaboradores (2014) na sua
pesquisa relataram o potencial microbicida de extratos etandlicos de
folhas frente a cepas de Escherichia coli, Enterobacter spp.,
Acinetobacter spp. e Klebsiella spp. Fernandes e colaboradores (2015)
descreveram a atividade antibacteriana de extratos de folhas frente a
isolados de Escherichia coli de suinos. Peixoto e colaboradores (2016)
confirmaram essa mesma atividade contra Staphylococcus spp isolados
de pequenos ruminantes.

Santana e colaboradores (2012) demonstraram a atividade
antimicrobiana e antioxidante e antioxidante de extratos etandlicos de
folhas e suas fracdes. Oliveira e colaboradores (2013) comprovaram a
atividade antioxidante de extratos etanolicos desta espécie através do
método do DPPH. Juvik e colaboradores (2017) descreveram a presenca
de substancias ndo polares em extratos de folhas desta espécie. Apesar
de ser a espécie melhor conhecida e estudada de seu género, ainda séo
poucos 0s estudos realizados que permitam determinar o verdadeiro

potencial medicinal e biotecnolégico de Encholirium spectabile.

2.2 Bromeliaceae

7

Bromeliaceae € uma familia compreendida por 58 géneros e
aproximadamente 3.172 espécies vegetais, sendo especialmente
distribuidas em regides tropicais e neotropicais (SOUSA & COLPO,
2016). Com excepcéo de um taxon, Pitcairnia feliciana, nativa do oeste
africano, as espécies pertencentes a esta familia habitam em zonas de
meia altitude e areas de muita precipitacdo e umidade (FORZA, 2005;
VIEIRA et al., 2013).

Inicialmente foi descrita uma classificacdo taxondmica baseada
em caracteristicas florais e morfologicas de frutos e sementes derivada
em trés subfamilias principais, Bromelioideae, Pitcairnioideae
Tillandsioideae. Ndo obstante, a partir de novos estudos taxondmicos e

moleculares foram definidas oito subfamilias, Pticairnioideae,
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Bromelioideae, Tilandsioideae, Brocchinioideae, Hechtioideae,
Lindmanioideae, Navioideae e puyoideae (SANTOS et al., 2013).

Suas espécies se encontram amplamente distribuidas nos biomas
brasileiros, principalmente na Mata Atlantica, abrigando mais de 70% das
espécies e aproximadamente 30% de seus géneros, podendo ser
encontradas plantas epifitas, terricolas ou rupicolas geralmente de
aspecto herbaceo, que brotam em terrenos pedregosos e pouco
profundos (SILVA et al., 2013). Suas espécies representam a segunda
maior familia de plantas epifitas no mundo, depois de Orchidaceae
(GIVNISH et al., 2014).

Bromeliaceae ¢é conhecida pela exuberédncia das suas
inflorescéncias e flores, inclusive a propria folhagem, por sua importancia
ecologica, sindbnimo de diversidade dentro de um mesmo ecossistema,
por seu potencial ornamental bem aproveitado, fato que em algum
momento propiciou o desflorestamento indiscriminado, colocando em
estado de ameaca estas espécies (TODESCHINI et al., 2018; FERRARI
et al., 2016). A conformacdo morfolégica das suas folhas permite a
formacdo de microhabitats, bases em forma de roseta que constituem
pequenos reservatérios de agua e nutrientes propicios para a
propagacao da vida de pequenos insetos, formigas e aranhas, até alguns
anfibios como algumas espécies de sapos (GIVNISH, 2007).

Ao longo dos anos, Bromeliaceae tem desenvolvido multiplos
mecanismos de adaptacdo que favoreceram seu processo evolutivo em
diferentes ecossistemas, fato que explica a presenca destas espécies
nas mais variadas condi¢des de altitude, temperatura e umidade (SILVA
et al., 2016).

Epifitismo, mecanismos particulares de absorcdo de agua e
nutrientes das folhas, fotossinteses de CAM e sistemas polinizadores
constituem algumas das adaptacfes fisiologicas e genéticas destas
espécies que até hoje garantem sua existéncia e diversidade nas mais
extremas condi¢bes ambientais (MALES, 2016; RAMIREZ & ESTRADA,
2018). Este autor também propde vantagens ambientais que promoveram
a diversificacdo e melhor adaptacdo destas espécies, entre elas,

umidade, sazonalidade e indice de fertilidade dos solos (SHULTE;
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HORRES; ZIZKA, 2017).

Dada a natureza epifita da maioria de suas espécies, € possivel
estabelecer uma associacdo entre esta caracteristica e outros
mecanismos adaptativos anteriormente mencionados (Zarate &
Mondragon, 2016). Assim, a captacdo de nutrientes e minerais por
espécies epifitas é favorecida pela morfologia das suas folhas, que
permite a captagdo de agua e minerais provenientes das chuvas e
favorece o deslocamento e absor¢cao destes nutrientes a outras partes da
planta, como tricomas foliares ou raizes (ZANELLA et al., 2012).

Outra adaptacdo fisiolégica apresentada por espécies
pertencentes a esta familia, ocorre quando plantas expostas a condi¢cdes
ambientais extremas, por exemplo, altas temperaturas e pouco
fornecimento de &agua, devem recorrer a vias metabdlicas alheias a
fotorrespiracao, evitando assim, o gasto indiscriminado de energia e 4gua
(CRAYN et al., 2015; MALES, 2018).

Esta familia além de ser reconhecida por suas qualidades
ornamentais e alimenticias (KRUMREICH, 2014; PRADO et al., 2014;
CERON et al., 2016), destaca-se pelo potencial medicinal de suas
espécies: anticoagulante (ERRASTI, et al, 2016), atividade proteolitica
(HERNANDEZ et al., 2016; VALLES e CANTERA. 2018),
antiulcerogénica (SINGH et al., 2018), antioxidante (ESPINOZA et al.,
2018), hipoglicemiante (RIVERA; CETTO; VILLASENOR, 2019),
antiinflamatéria (MACEDO, 2018).

Goncalves e colaboradores (2017) reportaram a atividade
antioxidante e fotoprotetora de Neoglaziovia variegata. Silva e
colaboradores (2018) demonstraram a atividade antiinflamatoria de
extratos etandlicos de Bromelia Balansae. Martins e colaboradores
(2015) destacaram a atividade antiulcerogénica de Ananas ananassoides
e menciona a atividade antirreuméatica e antioxidante de Encholirium

spectabile.

2.3 Atividade antimicrobiana

A busca e estudo de plantas medicinais com atividade antimicrobiana
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tem despertado particular interesse dentro da comunidade cientifica,
especialmente, pelo crescente nimero de relatos relacionados com resisténcia
antimicrobiana. Apesar das mdltiplas estratégias utilizadas para mitigar essa
situacao, racionalizacdo, formulacdo e uso consciente dos antibidticos, o0 uso
frequente e indiscriminado destes, continua sendo uma problematica mundial
gue tem levado a multirresisténcia de microrganismos (Araujo, 2012).

Medicamentos anteriormente eficazes contra bactérias associadas a
cicatrizacdo de feridas, Staphylococcus aureus, Staphylococcus epidermidis,
Escherichia coli e Pseudomona aeruginosa, tem desenvolvido diferentes
mecanismos de resisténcia intrinsecos e relacionados com a transmissado de
material genético que dificultam o tratamento de infecdes associadas aos
mesmos (CORNAGLIA, 2009). Como consequéncia, nos ultimos anos tem
surgido casos de resistencia para antibioticos de ultimo recurso como o
Linezolid (CANDEL et al., 2016).

Esta situacdo revela uma verdadeira crise de salde publica que precisa
ser resolvida. A organizacdo Mundial da Saude (2017) descreve o fenbmeno
de resisténcia antimicrobiana como uma ameaca a esséncia mesma da
medicina moderna e saude publica e como uma ameaca persistente das
doencas infecciosas.

As consequéncias deste fenbmeno vdo além das complicacdes na
saude de seres humanos e animais, o impacto econdmico relacionado com o
aumento dos custos do tratamento encontra-se relacionado com a
necessidade de novas inversdes em longo prazo, apoio técnico e financeiro de
outros paises para o desenvolvimento de novos medicamentos, melhoramento
de diagnosticos e fortalecimento dos sistemas de saude (OMS, 2017).

Desta forma, entende-se a necessidade na busca e desenvolvimento de
novas formas farmacoldgicas. Assim, dada a vasta biodiversidade brasileira, o
estudo de extratos vegetais com atividade antimicrobiana constitui uma fonte
de biomoléculas pouco explorada que se apresenta como uma alternativa
viavel para a resolugcéo desta problematica (CASTILHO et al., 2012).

O interesse na caracterizagdo e isolamento de novos compostos nao é
exclusivo do descobrimento de novas formas farmacoldgicas, e sim, surge da
preocupacdo da sociedade atual de reemplazar os produtos sintéticos e

aproveitar os recursos e moléculas naturais previstas pela natureza. Assim, as
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plantas com potencial medicinal, especialmente com atividade antimicrobiana,
representam um mercado natural que aumenta a confiabilidade dos usuarios

para o consumo de fitoterapicos (SHAN et al., 2007).

2.4 Metabolitos secundarios

Organismos como plantas, insetos, algas marinhas e microrganismos
encontram-se em continua interagdo com 0 meio ambiente, como
consequéncia, apresentam um metabolismo diferenciado capaz de produzir e
acumular outras substancias relacionadas na sua maioria com mecanismos de
defesa contra predadores, estados de injlria ou comunicagcdo entre espécies
(SANTOS, 2002).

Apesar de ndo serem considerados necessarios para o completo
desenvolvimento e vida em plantas, e anteriormente serem considerados
produtos de excrec¢do, sua producdo esta justificada como uma importante
ferramenta evolutiva para a protecdo contra herbivoros, ataque de
microrganismos, atracdo de polinizadores, competéncia pela obtencédo de
nutrientes frente a outros vegetais, suporte estrutural e pigmentos e outras
vantagens fisicas como a protecdo contra fatores externos como temperatura
e exposicao ultravioleta (MAKKAR, 2007; PERES, 2011).

Essas biomoléculas sao conhecidas pelo nome de metabdlitos
secundarios e encontram-se distribuidas nas diferentes estruturas vegetais.
Sua funcdo estd relacionada a sua estrutura e composicdo quimica. A
biossintese e expressao de metabdlitos secundarios difiere para cada espécie,
inclusive, para taxones de uma mesma espécie, podendo-se encontrar
diferentes classes metabdlicas para espécies pertencentes a uma mesma
familia, por isto, em ocasifes séo utilizados como marcadores de identificacao
quimiotaxondmicos (SANTOS, 2002).

A taxa de biossintese e acumulacdo destes estdo influenciadas pela
carga e expressao genética de cada espécie, por processos fisiolégicos e
fatores ambientais. Assim, variacdes nas caracteristicas e concentracdes
destas biomoléculas relaciona-se a variaveis ambientais como temperatura,
umidade, sazonalidade, radiacdo UV, entre outras. Na maioria dos casos €

correto destacar que alteracdes na quantidade ou sinteses de um determinado
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grupo metabdlico esta associado a complexas interacdes entre os fatores
supracitados (LOPES & NETO, 2007).

Quadro — 1 Fatores influenciadores na producédo de metabdlitos secundérios

Fatores influenciadores na producdo de metabdlitos secundarios.

Fatores fisiologicos: estadio de desenvolvimento, ciclo de atividade do
polinizador, estimulos mecéanicos ou quimicos, parte utilizada, rendimento do
extrato.

Fatores ambientais: variagdes anuais, mensais, horérias, indice pluviométrico,
disponibilidade hidrica, radiacdo ultravioleta, sazonalidade.

Fonte: LOPES & NETO (2007).

Apesar de nao fazer parte do metabolismo primario, as vias de sinteses
de metabdlitos secundarios se originam das primarias. Deste modo, séo
conhecidos cinco grupos principais, com base na sua origem biossintética:
compostos nitrogenados ou alcaloides, compostos fendlicos e terpendides,

esterodides e policetideos (Figura 2) (Simdes et al., 2002).

A importancia de obter moléculas naturais derivadas do metabolismo
secundéario das plantas sem ter modificacdes bioquimicas a partir dos
processos associados a sua obtencdo estd na possibilidade de encontrar
novas substancias com atividades terapéuticas em seres humanos. Deste
modo, inUmeras pesquisas tém se direcionado na busca, caracterizacdo e
isolamento dos diferentes grupos metabdlicos com atividades biol6gicas de

interesse medicinal e farmacoldgico.

2.5 Atividade antioxidante

Radicais livres sdo moléculas que possuem um elétron ndo pareado na
sua Orbita externa, como consequéncia e dada sua alta reatividade, tendem
procurar sua estabilidade quimica a partir da oxidacdo de outras moléculas
(SILVA et al.,, 2010). Sua formacdo no organismo € produto de processos
metabolicos celulares, entre eles, a cadeia respiratdéria mitocondrial ou a
cadeia transportadora de elétrons, além da formacdo exdgena pela exposi¢ao

a fatores externos como o consumo de cigarros e alguns medicamentos
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(paracetamol, tetracloruro de carbono ou furosemida), ou exposi¢ao a radiacao
ultravioleta (SILVA, 2009).

Sua relevancia fisiologica esta relacionada principalmente na sintese de
espécies reativas de oxigénio como parte da resposta imunoldgica (fagocitose
e quimiotaxis), sinteses de ATP, crescimento celular e favorecimento na
producdo de outras moléculas como colageno e prostaglandinas (SILVA,
2009). Nao obstante, dada sua alta reatividade e instabilidade, a presenca de
radicais livres se encontra associada com danos oxidativos como a
peroxidacdo lipidica em membranas celulares ou desnaturalizacdo de
proteinas e DNA, explicando sua relacdo com o aparecimento de doencas
neurodegenerativas (alzheimer), cardiovasculares (ateroesclerosis),
osteomusculares (artrite), entre outras (SILVA, 2010).

Agentes antioxidantes sintéticos como o butil hidroxitolueno (BHT), Butil
hidroxianisol (BHA) e terc-butil hidroquinona (TBHQ) tém sido utilizados com
frequéncia como aditivo na industria alimenticia por seu baixo custo e alta
eficacia. Entretanto, seu consumo esta relacionado com efeitos toxicos e
cancerigenos em seres humanos (DEGASPARI, 2004). Assim, o uso de
antioxidantes naturais constitui uma necessidade frente a essa problematica.
Dentre estes, tocoferéis, acidos fendlicos e extratos vegetais sdo 0s mais
conhecidos (RAMALHO, 2006).

Extratos de origem vegetal sdo amplamente referenciados por seu alto
teor de metabdlitos secundarios, moléculas bioldgicas reconhecidas por amplo
potencial biolégico (LOPES & NETO, 2007). Dentre este grupo, 0S compostos
fendlicos constituem a familia metabdlica mais importante quando relacionada
a capacidade de reducao de formacéo de radicais livres e quelacdo de metais
como o ion ferro (ACKER et al., 1996; DENISOV; AFANAS’EV, 2005).

A atividade antioxidante de compostos fendlicos como os flavonoides
se relaciona a eficacia na prevencdo da peroxidacado lipidica da membrana
através do aprisionamento de radicais relacionados com esse processo
(HAVSTEEN, 2002; DENISOV; AFANAS’EV, 2005).

Diferentes métodos tém sido empregados para avaliar a atividade
antioxidante de extratos vegetais, entre eles, o método de sequestro do radical
livre 2,2-difenil-1-picril-hidrazil (DPPH) € um dos mais utilizados dado seu

baixo custo, simplicidade e rapidez de reacdo (BRAND-WILLIAMS et al.,
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1995).

O 2,2-difenil-1-picril-hidrazil (DPPH) € um radical de nitrogénio
organico, de coloragéo violeta, altamente estavel a temperatura ambiente, que
apresenta um elétron ndo pareado, que perde gradualmente sua cor, uma vez
reduzido por um agente antioxidante a partir da transferéncia de um ion H
(MOLYNEUX, 2004).

O teste de sequestro do radical livre DPPH baseia-se numa reacéao de
oxido-reducao, onde o radical ndo pareado do nitrogénio se emparelha com
um elétron cedido por um radical hidrogénio de um agente antioxidante. Como
resultado, o radical DPPH inicialmente violeta passa a tomar uma coloracéo
amarelada palida com consequente diminuicdo da absorbancia da solucdo na
regido de comprimento de onda de 515 nm (SOUSA et al., 2007).

2.6 Atividade citotoxica

2.6.1 Ensaio de toxicidade aguda com Artemia sp (crustacea,

brachiopoda)

Artemia salina € um microcrustaceo pertencente a classe Branchiopoda.
Sao organismos de aproximadamente 8-10 milimetros de comprimento e
representam uma importante fonte nutricional para peixes e outros crustaceos
em seu ambiente natural, motivo pelo qual se encontra plenamente adaptado a
condicBes de altas temperaturas (40°), salinidade e pouca oxigenacdo. Seu
ciclo reprodutivo é rapido e seus cistos podem ser preservados por
aproximadamente 10 anos quando conservados em condi¢bes ambientais
adequadas, e aptas para eclodir apés 24 horas quando colocados em agua
salina (NASCIMENTO et al., 2008).

Dada sua marcada sensibilidade, reduzido grau de tolerancia a
determinados fatores ambientais, caracteristicas fisiolégicas como facil
reprodutibilidade, possibilidade de stock de grande numero de material
biolégico representado por seus cistos, facil aquisicdo, manipulacdo e baixo
custo, este microcrustaceo € amplamente utilizado para a realizacdo de
ensaios de toxicidade (BORTOLOTTO, 2007).

O ensaio de toxicidade aguda de Artemia salina é realizado como teste
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inicial para avaliar a atividade citotoxica principalmente de extratos vegetais ou
substancias puras. Este bioensaio representa uma alternativa de protecao e
conservacdo de espécies animais de pequeno e grande porte, utilizadas
tradicionalmente na pesquisa experimental para a avaliacdo da atividade
biologica de compostos naturais de promissora atividade bioldgica
(NASCIMENTO et al., 2008).
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3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Avaliar a atividade antimicrobiana, antioxidante e citotoxica de extrato

etandlico e suas fragcbes de Encholirium spectabile Mart. ex Shult. &
Shult. f. (Macambia da flecha).

3.2 Objetivos especificos

Identificar a atividade antimicrobiana in vitro de extrato etandlico e
suas fracdes utilizando cepas Gram positivas: Staphylococcus aureus
e Staphylococcus epidermidis e cepas Gram negativas: Escherichia
coli, Pseudomona aeruginosa e Shigella flexneri.

Realizar a prospeccdo fitoquimica qualitativa e andlises
espectroscopico IV das fracbes metandlica e acetato de etila da
folha, hexanica da casca e acetato de etila da raiz;

Verificar a atividade citotéxica in vitro das fracdes metandlica e acetato
de etila da folha, hexanica da casca e acetato de etila da raiz atraves
do ensaio de toxicidade aguda-Método de ensaio com
Artemia sp (crustacea, brachiopoda);

Analisar a atividade antioxidante através do método de sequestro

de radicais livres DPPH.
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4. METODOLOGIA
4.1 Tipo de estudo

Trata-se de um estudo de abordagem quantitativo, de desenho
experimental, no qual foram avaliadas as propriedades antimicrobiana,
antioxidante e citotdxica de extrato etandlico e suas fracbes das folhas,
espinhos, cascas e raiz a partir da coleta e testes laboratoriais da espécie
vegetal Encholirium spectabile. Para a realizacdo deste estudo foram
realizados os seguintes testes: método de microdiluicdo em caldo para
avaliacdo da atividade antimicrobiana e determinacdo da concentracéo
inibitéria minima (CLSI, 2012), método de sequestro de radicais livres
para avaliagdo do potencial antioxidante e ensaio de toxicidade aguda
através do método de ensaio com Artemia sp para determinar o potencial

citotoxico dos extratos analisados (ABNT, 2016).

4.2 Locais dos experimentos

Foram realizados testes no Laboratério de Pesquisa em
Tratamento de Feridas da Escola de Enfermagem — LPTF/EENF, no
Laboratério de Quimica Medicinal do Instituto de Ciéncias Farmacéuticas
- LQM/ICF, no Laboratério de Eletroquimica Aplicada do Instituto de
Quimica e Biotecnologia — LEap/IQB, e no Laboratério de Analises
Farmacéuticas e Alimenticias do Instituto de Ciéncias Farmacéuticas -

LAFA/ICF, todos pertencentes a Universidade Federal de Alagoas.

4.3 Coleta e identificagdo do material vegetal

A coleta foi realizada no estado de Alagoas, no Municipio de Olho
d’Agua do Casado, localizado na mesorregido do Sertdo alagoano, com
as coordenadas 09°32'10” sul e a uma longitude 37°17'38" oeste. As
amostras da planta foram identificadas pelo Instituto do Meio Ambiente
do Estado de Alagoas (IMA), as exsicatas encontram-se catalogadas no
herbéario do IMA com n° de registro MAC 64936.

4.4 Preparacgao do Extrato Etanodlico

29



A espécie utilizada foi seccionada, separada em cada uma de
suas partes, folhas, espinhos, casca e raiz, distribuidas em recipientes
diferentes e secos em estufa de circulacdo de ar a 40°C por um periodo
de 7 dias até desidratar as amostras. Imediatamente, cada uma das
pecas foi triturada individualmente com moinho de corte. O produto final

deste processo foi pesado em balanca semianalitica.

Figura 2 - Fases de preparacao do extrato etandlico.

Fases de preparacao do
extrato etandlico e das
fragoes

Enchoiirium spectabile

Folna Espinho Casca Raiz

Secagem

Triturag 3o

Exfragio com etanal

Filtragdo

Rotaevaporacio

Secagem

Fonte: Préprio autor, 2019.

ApOs este processo, cada amostra foi armazenada em recipientes
de vidro, limpos e protegidos da luz para dar inicio a extracdo das
moléculas bioldgicas de interesse por meio da técnica de maceracédo em
frio (Figura 3). Esta consiste na interagao entre as amostras previamente
preparadas e um solvente organico seletivo, em funcéo da polaridade do
grupo de substancias que se pretende extrair (Simdes et al., 1999).

Quando se desconhece a polaridade do grupo metabdlico

pretendido, sdo comumente utilizados solventes de polaridade crescente
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como o etanol, além, por sua facilidade de custos e manipulacdo (Simdes
et al., 1999). Apos o primeiro contato entre o solvente e as amostras,
ocorreou a filtracdo do produto obtido e a readicdo de liquido extrator
dando assim, continuidade a este processo (adicdo de solvente e
filtracdo). O tempo de contato entre cada processo de adi¢éo de solvente
foi de 72 horas, totalizando um total de 3 ciclos. Para a realizacdo desta
pesquisa, foi utilizado etanol 99% por suas vantagens, anteriormente
discutidas.

Sequencialmente, e apds cada extracdo, o novo produto foi
processado em evaporador rotativo a 80rpm e uma temperatura de 40°C.
O objetivo deste processo foi eliminar os residuos alcodlicos presentes
nas amostras, finalizando assim, na obtencdo do extrato bruto. Apos
finalizado o processo de evaporacdo, 0s extratos liquidos foram
acondicionados em recipientes de vidro previamente esterilizados, nao
completamente lacrados e mantidos em estufa a 36 °C, até obtencao do
extrato seco. Cada amostra foi pesada e armazenada em freezer a 8 °C
para conservacdo das mesmas: Extrato etandlico da folha 15 g, extrato
etandlico do espinho 2 g, extrato etandlico da casca 24 g e extrato
etandlico da raiz 15 g.

Inicialmente, extrato etandlico da folha, casca e raiz foi solubilizado
em 500 mL de etanol absoluto. Apos esta acdo, 100 g de silica de gel
para o EE da casca e 80 g para o EE da folha e EE da raiz foram
inativadas adicionando 10 % do peso da mesma (10 mL) e (8 mL) de
agua destilada e levadas a evaporador rotativo sem presséao de ar por 30
minutos. Imediatamente, foi realizada a incorporacao da silica ao extrato
diluido (Figura 4). Para isto, a mistura da nova solugcédo foi levada a
evaporador rotativo a 160 rpm. Uma vez finalizado, o produto final foi
colocado em recipiente de vidro previamente esterilizado, seco, néo
totalmente lacrado e mantido em estufa a 36 °C por 24 até secar

completamente.
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Figura 3 - Fases de preparacdao e fracionamento dos extratos etandlicos.
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Fonte: Préprio autor, 2019.

A continuacdo, o novo produto foi particionado em coluna filtrante
sob vacuo, utilizando a mesma como fase estacionaria e como fase
moével 250 mL de solventes organicos, hexano, cloroférmio, acetato de
etila e metanol, em ordem crescente polaridade. Através da passagem
sucessiva dos solventes, foram-se obtendo novas solugfes e cada uma
delas foi armazenada em recipiente previamente esterilizado para
separacao das novas fracoes.

Cada fracao liquida foi rotaevaporada e concentrada até obter um
residuo semisélido que posteriormente foi levado a estufa a 36 °C até
eliminar os excipientes de cada solvente, resultando em trés fracdes do
extrato para cada solvente. Realizou- se o fracionamento dos extratos

obtidos através da técnica de filtracdo em coluna de silica, visando a



separacao e posterior isolamento dos grupos metabdlicos e moléculas

responsaveis pelas atividades bioldgicas de interesse para esta pesquisa.

4.5 Prospeccéo fitoquimica

Para a determinacdo inicial dos componentes quimicos presente
em cada um dos extratos foi realizada a triagem fitoquimica. Esta técnica,
a partir da aplicacao de diferentes ensaios experimentais, que identifica
qualitativamente os grupos de compostos quimicos presentes em uma
planta e direciona a extragdo ou fracionamento aos grupos de maior
interesse, a partir da interpretacdo de reag¢Bes quimicas de cor ou
precipitacdo (Matos, 1997).

4.5.1 Teste para antocianinas, antocianidinas e flavonoides

Foram preparados trés tubos de ensaio para cada amostra. O
primeiro tubo foi acidificado com acido cloridrico até alcancar pH de 3,3.
O segundo e o terceiro tubo foram alcalinizados com hidroxido de sédio
(NaOH) até alcancar um pH de 8,5 e 11 respectivamente. As mudancas
na coloragcao representam a presenca ou auséncia de compostos (Matos
1997).

4.5.2 Teste para leucocianidinas, catequinas e flavononas

Para este teste, um tubo de ensaio sera acidificado com HCI e
outro alcalinizado com NaOH. Os tubos foram aquecidos durante trés
minutos. As mudancas na coloracdo dos tubos serdo indicativas de

presenca ou auséncia destes grupos metabdlitos (Matos 1997).

4.5.3 Teste para flavonois, flavononas, flavononois e xantonas

Em um tubo de ensaio serdo adicionados Mg granulado e 0,5 miL
de acido clorhidrico. O aparecimento de coloragdo vermelho ou o
aumento da mesma sera indicativo da presenca de destas substancias
(Matos 1997).

4.5.4 Testes para esteroides e triterpenos (Lieberman-Burchard)
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Uma aliquota de extrato foi diluida em 2 mL de cloroférmio e
filtrada em funil coberto com sulfato de sodio anidro para a retirada da
agua residual. Imediatamente adicionou-se 1 mL de anidro acético. Apos
agitacdo, agregou-se acido sulftrico concentrado. Apdés nova agitacdo
foram observadas as mudancas na coloracao.

O aparecimento de uma coloracdo azul evanescente seguida de
um tom verde indicara a presenca de esteroides livres. O aparecimento
de uma coloragcdo parda a vermelha foi indicativo de triterpenos

pentaciclicos livres (Matos 1997).

4.5.5 Teste para saponinas

Para a realizacdo deste, residuo insoltvel do experimento anterior
foi solubilizado em 10 mL de agua destilada, filtrado e colocado em outro
tubo de ensaio. O aparecimento de espuma apdés agitacao, foi indicativo

de da presenca de saponinas (Matos 1997).

4.5.6 Teste para fenois e taninos

Foi preparada uma solucédo de extrato mais 3 gotas de cloreto de
ferro. Posterior agitacdo foi observada a presenca de alteracbes na
solugdo. Coloracdo entre azul e vermelho foi indicador de fenois. A
formacao de precipitado azul escuro foi indicador da presenca de taninos.
A presenca de precipitado verde foi indicador da presenca de taninos
condensados. (Matos 1997).

4.5.7 Teste para alcalbides

Ap6s diluicdo, uma placa de Cromatografia em Camada delgada
(CCD) foi impregnada com uma aliquota de extrato e usando 2 mL de
cloroférmio como fase mével, o cromatograma foi revelado com reagente
de Dragendorff. O aparecimento de manchas de cor alaranjada sugere a
presenca de alcaléides. Um segundo teste, de carater confirmatorio, foi
realizado apd6s solubilizar uma aliquota de extrato em 3 gotas de uma
solucéo de acido cloridrico e imediatamente foram agregadas 3 gotas de

reagente de Dragendorff. A formacéo de precipitado de cor alaranjado foi

34



sugestiva da presenca de alcaloides (Matos 1997).

4.5.8 Teste para antraquinona, quinonas e cumarinas

Uma aliquota de extrato foi solubilizada em metanol e
posteriormente uma placa cromatografica (CCD) foi impregnada com
essa solucdo. Como fase moével foi utilizada uma solucdo de
cloroférmio:metanol (9:1). ApoOs eluicdo, a placa foi umedecida com
hidréxido de potassio 10%. Esperou-se observar a presenca de cor azul,
indicativa da presenca de cumarina, cor vermelha, indicativa da presenca

de antraguinonas ou amarela de antronas (Matos 1997).

4.5.9 Espectroscopia de absorcéao infravermelha

Os espectros de FT-IR foramobtidos no equipamento Espectrometro
Infravermelho por Transformada de Fourier (FTIR IR-Prestige-21,
Shimadzu) em modulo de ATR. O intervalo investigado compreendeu 4000
a 500 cm-1, com 32 varreduras, resolucdo de 4 cm-1 e detector do tipo
InGaAs.

4.6 Ensaios bioldgicos in vitro

4.6.1 Determinacao da concentracdo inibitéria minima (CIM)

A microdiluicdo em caldo é considerada o método mais sensivel
para a determinacdo da concentracao inibitéria minima (CIM). Além do
anterior, este método oferece outras virtudes, tais como a fécil
reprodutibilidade, requer apenas uma pequena quantidade de extrato
para sua realizacdo, além da possibilidade de testes simultdneos em um
grande numero de amostras (CLSI 2012). As cepas bacterianas utilizadas
para a realizacdo deste teste foram: Gram positivas, Staphylococcus
aureus (ATCC 25923) e Staphylococcus epidermidis (ATCC 14990) e
Gram negativas Escherichia coli (ATCC 14942), Pseudomona aeruginosa
(ATCC 27853) e Shigella flexneri (ATCC 12022).

Inicialmente foram pesados 2 mg de cada extrato e diluidos em 40

ML de DMSO 2%. Imediatamente, adicionou-se 1960uL de soro
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fisioldgico para uma solucéo estoque de 2000 ug/2 mL. Em uma placa de
96 pocos (divididas em 12 colunas, 1-12, e 8 linhas A-H), foram
adicionados 100 yL de caldo Mueller-Hinton (MH). Sequencialmente, um
volume de 100 pL da solugéo estoque foi agregado em triplicata nas
colunas 1-9 da linha A, com concentracao inicial de 1000 ug/mL (CLSI
2012). Seguido, 100 uL do conteudo de cada pogo da linha A foi
transferido para os pogos da linha B, homogeneizado, e novamente
transferido para os orificios da linha C, imitando este processo até a linha
H, desprezando-se, o excesso da diluicdo. Finalmente, obtiveram-se
concentracdes decrescentes do extrato (CLSI 2012).

Previamente, foram preparados os inéculo bacterianos para as
cepas descritas. Em solucéo salina estéril foi adicionada uma aliquota de
cada cepa e a suspensdo bacteriana foi preestabelecida pela escala 0,5
de Mcfarland (1,5 x 108 UFC/mL), diluida em uma propor¢éo de 1:10 até
se obter uma solugéo diluicdo 10’ UFC/mL, sendo a concentracao final
de bactérias entre 5 x 10° e 5 x 10* UFC/mL. Em cada pocgo foi
adicionado 5 uL do in6culo bacteriano (CLSI 2012).

Os testes de controle foram efetivados nos pocos 10, 11 e 12. O
poco 10 foi utilizado para o controle positivo da viabilidade bacteriana.
Utilizou-se 100 uL caldo de cultivo MH e 5 pL de in6culo bacteriano. O
poco 11 utilizou-se para avaliar o potencial inibitério do DMSO a 2%. O
poco 12 foi utilizado como controle de esterilidade semeando apenas 100
ML caldo MH. Apds adicionou-se o indculo, as placas foram incubadas em
estufa bacteriostatica a 35°C por 24 horas. Apés este periodo, foram
adicionados 20uL de Cloreto de Trifeniltetrazolio (TTC) a 5% em cada
pOGo.

Para interpretacdo dos resultados foram utilizados critérios de
avaliacdo estabelecidos pelo CLSI 2012: CIM de até 100 upg/mL é
considerada ativa, CIM entre 100 ug/mL — 500 pg/mL sdo consideradas
como atividade inibitéria moderada, CIM entre 500 pg/mL — 1000 pg/mL é
considerada como atividade fraca e CIM maiores que 1000 sao descritas

sem atividade.

4.6.2 Analise do potencial antioxidante através do méetodo de sequestro
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de radicais livres DPPH
4.6.2.1 Preparacao do DPPH

Foi preparada uma solucdo estoque de 100 mL de DPPH na
concentracdo de 0,004 mg/mL. Para isto, 0,004 g de DPPH foram
pesados em balanca analitica (Shimadzu AX 200) 0,004 g e
posteriormente, solubilizados em 100 mL de etanol absoluto, com o

auxilio de um baldo de ambar de 100 mL.

4.6.2.2 Preparagéo do extrato

Foi preparada uma solucdo estoque para cada extrato de 20
mg/5mL. Para isto, 20 mg da FM e FA da folha, FH da casca e FA da raiz
foram solubilizadas em 5 mL de metanol. Cada amostra foi colocada em

ultrassom e imediatamente filtrada com membrana milipore.

4.6.2.3 Leitura das medidas da absorbancia das amostras

Em um baldo de ambar de 5 mL foi colocada uma aliquota de 50
pMg/mL, 40 pg/mL, 30 pg/mL, 20 pg/mL e 10 pg/mL de cada extrato,
adicionou-se 2 mL de DPPH e completou-se o volume total do baldo com
etanol absoluto. Cada amostra foi armazenada e protegida da luz durante
30 minutos. ApGs esse periodo, foi observada as mudancas na coloracéo
de cada amostra.

Adicionalmente, foi avaliada a porcentagem da atividade
antioxidante para cada extrato mediante leitura no espectrofotdbmetro UV-
Mini da marca Shimadzu em modo fotometria com comprimento de onda
(\) de 518 nm. Foi possivel avaliar a porcentagem da atividade

antioxidante através da seguinte equacgao:

100—(( A amostra—A branco)x 100
A controle

% Atividade antioxidante =

Onde:
A amostra = absorbancia da solugdo DPPH (amostras);
A branco = absorbancia da solucdo das amostras sem adi¢cdo de DPPH,;

A controle = absorbancia da solucao referéncia de DPPH (etanol).
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Esse processo foi realizado para todas as formulacfes e para cada

extrato, tendo o etanol como branco.

4.7 Teste de toxicidade em Artemia sp.

O ensaio biolégico foi realizado conforme a metodologia proposta
pela Associacdo Brasileira de Normas Teécnicas ABNT (NBR) 16530
(2016).

4.7.1 Preparacao das amostras e ensaio de letalidade

Foi preparada uma solucéo estoque de 2 mg/200mL. Para isto, foi
pesado 2 mg de FM e FA da folha, FH da casca e FA da raiz. Devido a
baixa solubilidade em &gua salina, cada extrato foi solubilizado em 1mL
de DMSO 1%. Seguido, cada amostra foi transferida a baldes de 200 mL
e imediatamente adicionou-se 199 mL de agua salina. A partir da solucéo
preparada anteriormente, fez-se diluicbes ao 100%, 50%, 25% e 12,5%.
O controle negativo foi preparado apenas utilizando agua salina. Todas
as amostras foram preparadas em quadruplica.

Uma vez feitas as diluicbes, 10 nauplios vivos foram coletados e
semeados com micropipeta em cada uma das amostras. Os tubos
permaneceram a temperatura ambiente por 24 horas. Apés este periodo,
foi realizada a contagem das larvas vivas em cada tubo, com auxilio de
uma lupa, para determinar a letalidade das mesmas aos extratos (ABNT
2016).
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5 RESULTADOS

5.1Rendimentos dos extratos etandlicos e as fragcdes.

Foi calculado o rendimento das amostras estudadas e expressados em
ordem crescente: EE espinho (9%), EE casca (6,45%), EE raiz 5,36% e EE
folhas (3,86%) (Figura 5).

Ja para as fracBes obtidas a partir do fracionamento dos extratos
etandlicos, evidenciou-se que, para os fragbes derivadas do EE da folha, a FH
(41,1%) e FM (23,2%) apresentaram maior rendimento. Para as fracoes
obtidas a partir do fracionamento do EE da casca, a FH (25%) e FM (21,5%)
apresentaram maior rendimento respectivamente. Finalmente, para o EE da
raiz, as fracbes que apresentaram maior rendimento sdo a FH 21,4%, FM
17,85% e FA 16,4%. Observou-se que, para todos os extratos etandlicos
testados, as frac6es hexanica e metandlica foram as que demonstraram maior

rendimento.

Figura 4 - Percentual de rendimento do extrato e as fracdes.

Rendimento do extrato
etandlicos e fragdes em
gramas {g)

Fonte: préprio autor, 2019.

EE Espinho EE Faolha EE Casca
2q 14q 24g 4g
F. Hexanica F Hexénica F Hexénica
5.76 (41%) 6 (25%) 3(21.4%)

F Cloroformica
0.4 (2.85%)

F. Cloroformica
0.5(2,25%)

F. Clorofarmica
0.3 (2. 14%)

F. Acetato de etila

F. Acetato de efila

F Acetato de etila

0.3 {2.1%) 1.2 {(5%) 2.3016.4%)
F. Metandlica F. Metandlica F. Wetanalica
3.25(23.2%) 5.1(21.5%) 2.5 {17 85%)
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5.2 Avaliacéo da atividade antimicrobiana dos extratos etandélicos

5.2.1 Concentracgao inibitéria minima (CIM)

Os resultados obtidos apds aplicagdo do método de microdiluicdo em
caldo, que se observa na tabela 2, mostra baixa e moderada atividade
antimicrobiana contra cepas bacterianas Gram positivas e Gram negativas
quando expostas aos extratos etandlicos, com excep¢do do EE folha, o qual

nao apresentou atividade.

Tabela 2 - Avaliagao da menor concentracéo inibitoria do crescimento
microbiano (MIC) dos extratos etanélicos da folha, espinho, casca e raiz.

Amostras testadas CIM(ug/mL)

S.aureus S.epidermidis E.coli P.aeruginosa S. Flexneri

Extrato etanolico
da folha

Extrato etanolico
do espinho

Extrato etanélico
da casca
Extrato etandlico 500 500 500 500 1000
da raiz

500 500 500 500 1000

1000 1000 1000 1000 1000

Legenda: (-) Nao houve inibi¢&o.
Fonte: Dados da pesquisa, 2019.

Para os EE do espinho e EE da raiz comprovou-se moderada atividade
antimicrobiana (500 pg/mL) contra S. aureus, S. epidermidis, E. coli e P.
aeruginosa e baixa atividade (1000 ug/mL) contra S. flexneri respectivamente.
O EE da casca apresentou baixa atividade (1000 pg/mL) para todos os
microrganismos testados. Esses resultados também ressalta a S. flexneri
como O microrganismo que apresentou menor sensibilidade aos extratos

etandlicos testados.
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Tabela 3 - Avaliacdo da menor concentracdo inibitéria de crescimento
microbiano (MIC) das fra¢des obtidas do fracionamento dos extratos etandlicos.

FracOes e Microrganismos/CIM(ug/mL)
partes da planta S. S. E.coli P.aeruginosa S. Flexneri
aureus epidermidis

Folhas
Metandlica - - - 500 -
Acetato de etila - - - - 250
Cloroférmica - 1000 - - -
Hexanica 1000 1000 - - -

Casca
Metandlica - - - 1000 -
Acetato de etila - 1000 - - -
Cloroférmica - - - - -
Hexanica - 125 - - -

Raiz
Metandlica 1000 - - - -
Acetato de etila 1000 31 - - -
Cloroférmica - 1000 - - -
Hexanica - 1000 - - -

Legenda: (-) N&o houve inibicdo. Fonte: Dados da pesquisa, 2019.

Diferente dos resultados obtidos com os EE observou-se que houve um
incremento da atividade antimicrobiana quando testadas as fragOes derivadas
dos mesmos. Assim, FM e FA da folha exibiram moderada atividade
antimicrobiana (500 upg/mL e 250 pg/mL) contra bactérias Gram negativas, P.
aeruginosa e S. Flexneri, e FH e FCL da folha demonstraram baixa atividade
(1000 pg/mL) contra bactérias Gram positivas, S. aureus e S. epidermidis
respectivamente.

FA e FH da casca apresentaram baixa e moderada atividade
antimicrobiana (1000 pg/mL e 250 ug/mL) contra S. aureus e S. epidermidis.
Unicamente FM da casca demonstrou essa mesma atividade (1000 pg/mL)
contra bactérias Gram negativos, P. aeruginosa. Finalmente, as fracfes
obtidas do EE da raiz somente apresentaram atividade antimicrobiana contra
microrganismos Gram positivos, sendo a FA da raiz quem demonstrou alta
atividade (31pg/mL) contra S. epidermidis. Nenhuma das fragGes avaliadas

apresentou atividade contra E. coli.

5.3Analise Fitoquimica

Realizou-se a andlises fitoquimica qualitativa e quantitativa para as

fracbes que apresentaram a melhor atividade antimicrobiana nos testes
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de microdiluicdo em caldo: FM (500 ug/mL) e FA da folha (250 pg/mL),
FH da casca (125 pg/mL) e FA da raiz (31 pg/mL).

5.3.1 Caracterizacao fitoquimica qualitativa

Reportou-se a presenca de compostos fendlicos e compostos
terpénicos. Assim, esse primeiro grupo foi exibido em trés das quatro fracbes
avaliadas, FA da folha, FA da raiz e FH da casca, sendo esta ultima fracédo
gquem apresentou maior quantidade destes compostos, entre eles, fenois,
antocianinas, antocianidinas, flavonoides, flavonas, flavononois e xantonas.

Por outro lado, e em menor proporcao, também foi exibida a presenca
de compostos terpénicos nas fracdes avaliadas, entre eles, esteroides foram
encontrados nas FH da casca e FA da folha, triterpenos na FA da raiz e
saponinas na FM da folha.

Tabela 4 - Andlises fitoquimica qualitativa da FM e FA da folha, FH da casca e FA da
raiz.

Caracterizacdo Fitoquimica

Classes FM folha FA folha FH casca FA raiz

+
+

Fenois - -
Taninos - -
Antocianinas - +
Antocianidinas - +
Flavonoides - -
Flavonas - -
Flavononois - -
Xantonas - -
Esterdides - +
Triterpenos - -
Saponinas + -

+ 4+ + + + + +
1

1
+

Fonte: Préprio autor, 2019.

5.3.4 Espectroscopia de absorcéo infravermelha

Os resultados obtidos com a analise espectroscopicos
infravermelhos para as fragdes avaliadas confirmaram os dados obtidos da

triagem fitoquimica prévia realizada.
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Figura 5 - Espectro de absorcéo naregido do infravermelho e as principais

bandas e estiramentos da FM da folha.
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Fonte: Proprio autor, 2020.

Assim, na Figura 6 observa-se uma banda longa de estiramento O-H
na regido 3315 cm?, préxima de uma banda de estiramento C-H localizada
na regido 2929 cm. Bandas longas de estiramento C-H localizadas entre
1450 e 1375 cm? sdo caracteristicas de metila, assim, como as
observadas em 1402 cm™ da mesma figura. Adicionalmente, observa-se
um pico longo na regido de 1039 cm. Picos localizados nessa frequéncia
relacionam-se a presenca de ligacbes C=C. O conjunto de bandas
analisadas, apesar de comuns a diversas classes de metabdlitos, podem
sugerir a presenca de saponinas, uma vez que 0s testes qualitativos

indicaram a presenca dessa classe nesta fracao (PAIVA, 2015).
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Figura 6 - Espectro de absorcéo naregido do infravermelho e as principais

bandas e estiramentos da FA da folha.
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Fonte: Proprio autor, 2020.

A continuacdo, na Figura 7 observa-se uma banda longa de
estiramento C-H na regido compreendida entre 3500-3000 cm. Bandas de
estiramento C-H dentro da faixa dos 3000-3050 cm™ se relacionam a
presenca de compostos aromaticos. Adicionalmente, observou-se um pico
de estiramento C-H localizado na regido 2922 cm. Bandas de estiramento
C=C sp? observadas em 1628, 1513 e 1470 cm confirmam e sugerem a
presenca de compostos aromaticos. Bandas de estiramento C-H
localizadas em 1258, 1163 e 1042 cm™ também foram identificadas. A
associacdo das vibracdes encontradas para esta fracdo, sugerem a
presenca de compostos fendlicos (antocianinas e antocianidinas)
corroborando com os resultados obtidos na avaligcéo fitoquimica qualitativa
(PAIVA, 2015).
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Figura 7 - Espectro de absorcéo naregido do infravermelho e as principais
bandas e estiramentos da FH da casca.
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Fonte: Proprio autor, 2020.

O espectro IV da FH da casca revelou bandas de estiramento em
1602, 1514, 1450 cm* (Figura 8) e 1514-1602 cm™t (Figura 9),
caracteristicas de bandas de estiramento C=C em anéis aromaticos que
normalmente aparecem entre 1450 e 1600 cm™. Adicionalmente, foram
identificados picos de desdobramento fora do plano em 833-812 cm™.

Quando compreendidos entre 900-960 cm™, esses também séao
indicadores de anéis aromaticos. De forma complementar, se observou
uma banda de estiramento O-H na regido 3349 cm (Figura 8) e 3368
(Figura 9) e uma banda de estiramento C-O em 1253-1205 cm™ (Figura 4)
e 1249-1161 cm (Figura 9) (PAIVA, 2015).
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Figura 8 - Espectro de absorcéo naregido do infravermelho e as principais
bandas e estiramentos da FA daraiz.
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E caracteristico de espectros IV de compostos fendlicos exibirem a
presenca de trés tipos de bandas: 1) vibracfes de estiramento O-H com
ligagBes intermoleculares de H, largas e centradas entre 3400 e 3300 cm-
1, 2) vibragdes de dobramento C-O-H que produzem alguns picos fracos
entre 1400 e 1220 cm, geralmente dificeis de observar por encobrimento
de picos de dobramento CH3 que absorvem mais intensamente e
aparecem em aproximadamente 1375 cm, 3) vibracdes de estiramento C-
O, com ligacdes simples entre 1260 e 1000 cm™ . Dado que, essa Ultima
banda (C-O) esta acoplada com vibracdes de estiramento C-C adjacentes,
a posicao da banda € utilizada para determinar a presenca de compostos
fendlicos (PAIVA, 2015).

Compostos  fendlicos apresentam uma  absorcdo em
aproximadamente 1220 cm por causa da conjugacédo do oxigénio com o
anel. Deve-se considerar que, essa Ultima frequéncia supracitada, é
utiizada como um valor de referéncia e, por tanto, diferencias de

aproximadamente 30 a 40 cm® podem ser encontradas quando as
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absorcdes C-O sdo movidas para frequéncias mais baixas por insaturacéo

dos atomos de carbono adjacentes ou quando O-H esta ligado ao anel

(PAIVA, 2015).

Esses dados sugerem a presenca de grupos fendlicos nas fraces

analisadas e corroboram os dados encontrados nos testes ftoquimicos

qualitativos, uma vez que as fracbes avalidas exibiram uma ampla

variedade desses grupos metabdlicos.

5.4. Atividade Antioxidante

5.4.1 Avaliagcdo da atividade antioxidante pelo método do DPPH

Foi realizada a avaliacdo da atividade antioxidante para as FM e

FA da folha, FH da casca e FA da raiz utilizando o método de sequestro

de radicais livres do DPPH.
Figura 9 - % Atividade antioxidante FM da folha.
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Inicialmente, testaram-se as fracfes metandlica e acetato de etila

de folhas. Para as duas, os resultados evidenciaram baixa capacidade
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sequestradora do radical livre DPPH, sendo a fracdo metandlica quem
apresentou menor atividade, 9,35% na concentracédo de 50ug/mL, 8,93%
na concentracdo de 40 yg/mL e valores inferiores a 6% quando testada
nas concentracdes restantes.

Figura 10 - % Atividade atioxidante FA da folha.
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Para a FA, se evidenciou maior atividade antioxidante que a FM da
folhna. Assim, obtiveram-se 0s seguintes porcentagens de atividade
antioxidante: 50 pg/mL (35,95%), 40 pg/mL (29,85%), 30 pg/mL
(23,95%), 20 pg/mL (15,95%) e 10 pug/mL (8,29%).
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Figura 11 - % Atividade antioxidante FH da casca.
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Ja a FH da casca e FA da raiz exibiram a maior atividade
antioxidante para cada uma das concentracdes testadas. A FH da casca
apresentou as seguintes porcentagens de atividade antioxidante: 50
pg/mL (87,45%), 40 pg/mL (86,45%), 30 upg/mL (81,76%), 20 pg/mL
(62,76%) e 10 pug/mL (35,39%).
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Figura 12 - % Atividade antioxidante FA da raiz.
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Finalmente, FA da raiz, demonstrou porcentagens superiores a

80% e muito proximos de 90%. Assim, obtiveram-se 0s seguintes
valores: 50 pg/mL (89,27%), 40 ug/mL, (88,79%), 30 ug/mL (87,79%), 20

pg/mL (81,75%) e 10 pg/mL (55,52%).

A Tabela 5 expressa os valores de IC50 para cada uma das fracdes

testadas. Esses resultados confirmam que a FA da raiz foi a fragcdo que

apresentou melhor atividade antioxidante, seguida da FH da casca, FA e

FM da folha.

Tabela 5 - Atividade sequestradora do radical livre DPPH de fragcfes de folha,

casca e raiz de Encholirium spectabile.

Amostras DDPH (1C50)
FM da folha 421,01
FA dafolha 69,29

FH da casca 20,67
FA daraiz 12,25

Fonte: Préprio autor, 2020.

5.5 Avaliacéo do potencial citotéxico
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A Tabela 6 expressa os valores em porcentagem de mortalidade
para cada fracdo nas diferentes concentracdes testadas. Quando
testadas nas concentragoes de 1000 pg/mL, 500 pg/mL e 250 pg/mL as
fragbes FM e FA da folha e FA da raiz ndo se evidenciou morte de
nauplios. Diferente das anteriores, a FH da casca, quando testada a 500
png/mL e 250 pg/mL, houve morte de nauplios equivalente a 2,5% e 5%

da populacéo total.

Tabela 6 - Concentracgéo letal em % das fragfes testadas.

Concetracao Letal (%)

Fracbes 0 12,5 25 50 100
FM da folha 0 0 0 0 17,5
FA folha 0 0 0 0 10
FH da casca 0 0 2,5 5 22,5
FA da raiz 0 0 0 0 17,5

Fonte: Dados da pesquisa, 2019.

Para todas as fracdes exibiu-se morte de nauplios quando testadas
a 2000 pg/mL (100%), sendo a FM da folha quem apresentou menor
porcentagem de mortalidade 10%, seguido das fracbes FA folha e FA da
raiz, 17,5% respectivamente. A FH da casca apresentou a porcentagem
mais alta de mortalidade, 22,5% entretanto, n&o € considerado um

valor significativo de mortalidade.
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6. DISCUSSAO

Foi comprovada a atividade antimicrobiana dos extratos etandlicos e
das fracdes testadas. Nao obtante, diferente dos resultados reportados por
outros autores, extratos etanoélicos da folha néo exibiram essa atividade contra
nenhuma dos microrganismos testados.

Em seu estudo, Santana e colaboradores (2012) relataram a baixa e
moderada atividade antibacteriana de extratos etandlicos das folhas contra S.
aureus (625 mg/mL), S. flexneri (625 mg/mL) e E. Coli (156 mg/mL).
Fernandes e colaboradores (2014) também reportaram essa mesma atividade
em isolados de E. coli de suinos quando testados com extratos etandlicos de
folhas de Encholirium spectabile.

Fatores ambientais e fisiolégicos como a época em que realizada a
coleta, sazonalidade, ciclo circadiano, idade ou desenvolvimento da planta,
assim como dos 0rgaos vegetais, entre outros, puderam influir diretamente na
sintese e concomitantemente na expressdo da atividade biolégica das
amostras avaliadas (NETO & LOPES, 2007; CHAVES, 2012).

Por outro lado, EE do espinho, EE da casca e EE da raiz apresentaram
atividade antimicrobiana contra todas as cepas testadas, na faixa entre 1000 e
500 ug/mL, sendo o EE do espinho e EE da raiz os que apresentaram maior
atividade.

Estes resultados sdo similares aos obtidos por Silva e colaboradores
(2014). Em sua investigagao, reportaram o potencial antimicrobiano de
extratos aquosos e etanodlicos de Encholirium spectabile frente a isolados
Gram negativos da mucosa cérvico-vaginal de ovelhas. Embora, extratos
aguosos somente demonstraram atividade contra isolados de Acinetobacter
spp., a totalidade dos microrganismos testados, E. coli, Enterobacter spp.,
Acinetobacter spp. e Klebsiella spp., apresentaram sensibilidade quando os
extratos diluidos em etanol. Este fato evidencia que a extracdo de metabdlitos
secundarios resulta mais eficiente quando realizada em este solvente (SILVA
et al., 2014).

Estudos experimentais realizados com espécies pertencentes a mesma
familia, Bromeliaceae, evidenciam e confirmam o potencial microbicida que

esta familia possui. Peixoto e colaboradores (2016) avaliaram a atividade
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antimicrobiana de extratos etandlicos de Neoglaziovia variegata, Bromelia
laciniosa e Encholirium spectabile contra Staphylococcus spp. isolados de
casos subclinicos de mastites aguda em ruminantes, sendo Encholirium
spectabile quem demonstrou maior atividade frente as cepas testadas.

Em relacéo a atividade antimicrobiana das fracfe testadas, observou-se
gue houve um incremento dessa atividade. Também, se evidenciou que este
incremento foi proporcional ao aumento na polaridade dos solventes utilizados.
Assim, pode-se inferir que os metabdlitos que apresentaram melhor atividade
se encontram nas fracdes mais polares.

Diferente aos resultados apresentados em relacdo aos EE da folha,
todas as fracbes derivadas dos mesmos demonstraram atividade
antimicrobiana para cada uma das cepas testadas, além, a FM e FA da folha ,
500 e 250 pg/mL respetivamente, terem expressado a melhor atividade
antimicrobiana (moderada) para cepas Gram negativas quando comparadas
com outras fracdes. Ainda que, estes resultados, quando comparados com
outros estudos coincidem na presenca de atividade antimicrobiana para as
fracGes hexanica, acetato de etila e cloroformica, diferem em porcentagem de
sensibilidade e microrganismos alvos para cada fracdo testada (SANTANA et
al., 2012).

No estudo apresentado por Santana, as fracdes hexanica, acetato de
etila e cloroférmica evidenciaram moderada atividade antibacteriana contra
cepas Gram positivas (S. aureus) e Gram negativas (E. coli e S. Flexneri),
diferente dos resultados reportados nesta pesquisa, onde unicamente as
fragdes FH da folha (1000 ug/mL) e FC da folha (1000 ug/mL) apresentaram
baixa atividade para microrganismos Gram positivos (S. aureus e S.
Epidermidis) e as fragdes metandlica (500 pg/mL) e acetato de etila da folha
(250pg/mL) demonstraram moderada atividade antimicrobiana contra bactérias
Gram negativas, P. Aeruginosa e S. flexneri.

O estudo do constitutivo metabodlico de extratos derivados de plantas
com potencial medicinal permite estabelecer a relagdo entre uma determinada
atividade biologica e o grupo funcional responsavel pela mesma. Para Matos
(2009), a partir de reacdes colorimétricas ou de precipitacdo é possivel
determinar os grupos funcionais presentes para cada extrato. A analise

preliminar das fragbes avaliadas evidenciou a presenca de uma pluralidade de
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biomoléculas pertencentes a duas, das trés classes de espécies metabdlicas
mais importantes para estes compostos, fendis e terpenos (VARON e
GRANADOS, 2012; FERNANDES et al., 2019). Entretanto, essa diversidade
metabolica se encontrou em cada uma das fragdes testadas.

Os compostos fendlicos, também conhecidos como polifendis,
representam a classe de metabolitos secundarios maiormente distribuidos no
reino vegetal (KULBAT, 2016; OLIVEIRA — JUNIOR, 2014). Sua estrutura esta
conformada por um grupo basico, o fenol, composto por um anel aromatico
hidroxilado (LIN et al., 2016). Dada sua ampla distribuicdo diferentes estruturas
ja foram caracterizadas, portanto, possuem uma variada diversidade estrutural,
levando a classificacdo atual dos mesmos em flavonoides e &cidos fendlicos
(SOOBRATTE et al., 2005). Antocianidinas, flavonas, isoflavonas, flavonois,
flavonas e flavanois pertencem a essa primeira denominacdo (LIN et al.,
2016).

Sua presenca em extratos vegetais estid associada a numerosas
propriedades biolégicas de interesse medicinal, entre elas, prevencdo de
doencas cardiovasculares (HUERTA et al., 2015) e neurodegenerativas
(MORATO et al., 2015) , fotoprotetora, hipoglicemiantes e antioxidantes (LIN et
al., 2016; HUNG, 2014), antiinflamatéria (PEREZ et al., 2016), antimicrobiana
(KARACA E NEWMAN, 2015), Antifangica (MARTINS, 2015), entre outras. A
presenca dessa classe metabdlica ja foi evidenciada em espécies
pertencentes a familia bromeliaceae. Coelho e colaboradores (2010)
analisaram e a composicdo fitoquimica de extratos metandlicos de frutos e
raizes de Bromelia balansae e reportaram altos valores destes compostos.

Rocha e colaboradores (2010) descreveram a presenca de flavonoides
em extratos metandlicos de Ananas bracteatus. Delaporte e colaboradores
(2004) comprovaram que extratos metanodlicos exibiam na sua composicédo
diferentes tipos de flavonoides. Williams (1978) participou no estudo e
identificacdo de flavonas e flavonois em cerca de 37 espécies de bromelias.
Osorio e colaroadores (2017) a partir da caracterizacdo fitoquimica de extratos
de frutos de Bromelia karatas, lograram identificar a presenca de flavonoides.

Satto e Harborne (1983) contribuiram na descoberta e identificacdo de
antocianinas em cerca de 24 espécies de Bromelia. Scogin e colaboradores

(1985) participaram na identificacdo de antocianinas em 9 espécies desta
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familia. Recentemente, Bellotto e colaboradores (2014) em seu estudo
relataram a presenca de antocianinas e taninos em extratos hidroalcodlicos de
folhas de Guzmania lingulata. As antocianinas sdo pigmentos hidrossoliveis
de importante atividade antioxidante, responsaveis pela coloragdo vermelha,
laranja e violeta de flores e frutos. Sdo encontradas com exclusividade em
alimentos de origem vegetal (BROUILLARD, 1982).

No que se refere & Encholirium spectabile, sdo escassos os estudos
encontrados da analise fitoquimica desta espécie. Carvalho e colaboradores
(2010) em seu estudo para a avaliacdo da atividade antiulcerogénica em
extratos etanodlicos de Encholirium spectabile, lograram quantificar o teor de
fenois presentes nos mesmos. A partir dos resultados obtidos demonstraram e
associaram o potencial gastroprotetor a presenca de compostos fendlicos
nesta espécie.

Estes resultados foram confirmados por Oliveira-Junior e colaboradores,
guem, na sua pesquisa, comprovaram a presenca de compostos fendlicos em
extratos etanolicos de folhas e suas fracdes cloroférmica e acetato de etila.

No estudo realizado por Santana e colaboradores (2012) foi exibida a
presenca de flavonoides e taninos em extratos etandlicos, hexanicos,
cloroférmicos e acetato de etila desta espécie.

Diferente dos resultados reportados por Santana, nesta pesquisa
unicamente foi detectada a presenca de antocianinas e antocianidinas na FA
da folha. Nao obstante, foram identificados fenois na FA da raiz e flavonoides,
flavonas, flavononois e xantonas foram identificadas na FH da casca.

Séao conhecidas as implicacdes do uso de diferentes solventes sobre a
extracdo de diferentes constituintes metabdlicos. Arroy e colaboradores (2017)
comprovaram a eficacia da extracdo metanolica de compostos fendlicos de
extratos de casca de Renealmia alpinia sobre outras substancias como o
etanol e acetona. Aléem da escolha do solvente, a técnica extrativa utilizada
também influencia na concentracdo e tipos metabdlitos obtidos no final da
extragao.

Esterdides sdo compostos terpénicos pertencentes ao grupo dos
triterpenos (RAFIA, 2013). Sua presenga no reino vegetal estd associada a
funcdes estruturais da parede celular, como constituinte da bicapa lipidica
(GYLLIING & SIMONEN, 2015; PIIRONEN, 2000). Varios autores citam a
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existéncia de mais de 200 tipos de esteroides vegetais, denominados
fitoester6is (BRUFAU; CANELA; BRAFECAS, 2008; FERNANDES, 2015).
Este grupo metabdlico faz parte de uma importante familia de biomoléculas de
importante valor farmacoldgico e medicinal.

Sua ocorréncia nas plantas é abundante, podendo ser encontrado
principalmente em frutas e sementes ricas em lipideos como nozes,
amendoim, gréos e alguns legumes (BRUFAU; CANELA; BRAFECAS, 2008;
RIBEIRO, 2016). Em bromeliaceae, acredita-se que sua presenca esta restrita
principalmente as subfamilias Bromelioideae e Tillandsioideae (MANETI;
DELAPORTE; LAVERDE, 2009). No entanto, estudos recentes tém
posicionado este grupo metabolico em outras espécies desta familia (SOUZA,
2015). Rocha e colaboradores (2010) a partir de técnicas cromatograficas e
espectroscopicas realizadas em extratos metandlicos de folhas de Ananas
bracteatus, lograram identificaram quatro tipos de esterdides.

Delaporte e colaboradores (2004) a partir do fracionamento da frag&o
metandlica de partes aéreas de Tillandsia streptocarpa, constataram a
presenca de dois tipos de esteroides: cycloartenol 1,4’,5-dihydroxy uma
mistura de stigmasterol, p-sitosterol e campesterol. Delaporte e colaboradores
(2004) a partir do fracionamento da fragdo metandlica de partes aéreas de
Tillandsia streptocarpa, constataram a presenca de dois tipos de esteroides:
cycloartenol 1,4’,5-dihydroxy uma mistura de stigmasterol, B-sitosterol e
campesterol.

Em seu estudo, Juvik e colaboradores (2017) analisaram o perfil
fitoquimico de trés espécies de bromelias nativas da Caatinga brasileira,
Bromelia laciniosa, Neoglaziovia variegata e Encholirium spectabile. Foi
observada a presenca de aproximadamente 20 compostos apolares, entre
eles, triterpenos, alguns acidos graxos e alcanos de cadeia longa.

Santana e colaboradores (2012) constataram que, fracbes hexanicas,
Cloroférmicas e acetato de etila de folhas de Encholirium spectabile exibiram
esteroides e triterpenos na sua composicao.

Outro tipo de terpenos, as saponinas, foram detectadas na FM da folha.
Sua presenca em extratos vegetais tem sido relacionada com uma ampla
variedade de aplicacbes farmacéuticas e cosméticas (CHEEKE, 2001).

Diversos estudos evidenciam o potencial medicinal deste grupo metabdlico:
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atividade surfactante (CHEEKE, 2001; ESTRADA, 2017), antioxidante e
antiglicante (FIGUEIREDO, 2018) antifungica (NETO, 2019), antiinflamatoria
(SULTANA & ATA, 2008), hemolitica e antimicrobiana (DE LEO, 2006).

Claramente, a presenca deste grupo metabdlico pode-se atribuir a
atividade antimicrobiana apresentada por essa fracdo. Na caracterizacéo
fitoquimica realizada por Santana (2012) em extratos etandlicos da folha de
Encholirium spectabile ndo foi descrita a presenca esta molécula.

A atividade antioxidante de extratos de Encholirium spectabile foi
estudada por distintos autores. Santana e colaboradores (2012) reportaram o
potencial antioxidante de extratos etandlicos, hexanicos, acetato de etila e
cloroférmicos desta mesma espécie. Das fracdes testadas, a fracdo acetato
demonstrou alta capacidade sequestradora deste radical na concentracdo de
18ug/mL. Os extratos restantes, etanodlico, hexanico, acetato de etila e
cloroférmico expressaram atividade antioxidante nas concentracbes de 47
pg/mL, 243 pg/mL e 56 pg/mL respectivamente.

Para Santana, o perfil fitoquimico exibiu a presenca de compostos
fendlicos para cada fracdo e a quantificacdo de fenois e flavonoides totais
corroboraram os achados obtidos na analise fitoquimica (SANTANA et al.,
2012).

Oliveira e colaboradores (2013) analisaram o potencial antioxidante e
fotoprotetor de extratos e fragcbes de folhas de Encholirium spectabile.
Observou-se que, a fracdo cloroférmica apresentou o melhor indice de
atividade antioxidante quando testada na concentracdo de 25 pg/mL. Os
extratos etandlicos, hexanicos, a acetato exibiram moderado potencial
antioxidante nas seguintes concentra¢des: 39,24 ug/mL, 243 ug/mL e 57,64
Mg/mL. A andlise do perfil fitoquimico realizado por este autor também
demonstrou a presenca de compostos fenolicos em extratos e fragbes de
folhas desta planta.

Quando comparado com outras espécies da mesma familia, a literatura
corrobora o potencial antioxidante, fotoprotetor, medicinal e cosmético.
Espinoza e colaboradores (2018) demonstraram a atividade antioxidante de
biopéptidos extraidos de frutos de Bromelia pinguin e Bromelia karatas.

Prospitti e colaboradores (2015) reportaram o potencial antioxidante de

extratos de frutas de Bromelia balansae. Oliveira e colaboradores (2013)
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relataram essa mesma atividade em extratos hidroalcodlicos de Neoglaziovia
variegata. Esse mesmo autor comprovou a atividade antioxidante e
fotoprotetora de extratos de diclorometano, etandlicos e metandlicos de flores
de Bromelia laciniosa (OLIVEIRA et al., 2017). Uma pesquisa desenvolvida por
Krumreich e colaboradores (2014) relacionou o potencial antioxidante de frutos
de Bromelia anticantha a presenca de compostos fendlicos na sua
composicdo. Osorio et al. (2017) comprovou a atividade antioxidante em
extratos de frutos de Bromelia karatas.

S&o escassos os trabalhos encontrados relacionados a toxicidade em
espécies com potencial medicinal. Um Unico estudo realizado por Saraiva e
colaboradores (2013) avaliaram o risco de toxicidade em camundongos apdés
administracdo de doses de 2 g/kg e 5 g/kg de peso de extrato etandlico de
Encholirium spectabile. Os animais foram observados por um periodo de 72
horas durante 14 dias. A partir dos resultados obtidos concluiu-se que néo
houve sinais de toxicidade aguda nos animais expostos.

Em outro estudo Saraiva e colaboradores (2014) avaliaram a atividade
antinociceptiva e toxicidade aguda de extratos etandlicos de folhas de
Bromelia laciniosa. Foram administradas doses intraperitoneais de 2 g/kg e
orais de 5 g/kg de extrato etandlico de Bromelia laciniosa em camundongos.
Os animais foram observados cada 72 horas durante 14 dias para detectar
sinais de toxicidade aguda, como perda de peso e apetite ou diminuicdo de
consumo de agua. Diferente dos resultados obtidos quando testados extratos
etandlicos de Encholirium spectabile, neste estudo foi reportado baixos niveis
de toxicidade.

Castro e colaboradores (2017) em seu estudo descreveram as
principais espécies medicinais do norte, centro e caribe americano consumidas
por essas comunidades e consideradas téxicas. Um total de 216 espécies
pertencentes a 77 familias foram reportadas como tdxicas para 0 consumo
humano. Dentre elas, duas espécies pertencem a familia Bromeliaceae,
Bromelia pinguin e Bromelia plumieri, comumente utilizadas para o tratamento
de resfriados e inflamagdo. Segundo Castro, diversos relatos de casos de
dermatites aguda foram reportados apos o consumo dos frutos destas
espécies.

Balin e colaboradores (2018) investigaram o potencial toxicoldgico e
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antiinflamatoério de extratos etandlicos de Bromelia balansae. Foram
administradas doses de 2 mg/kg de peso corporal de extrato etandlico de
frutas de Bromelia balansae em ratos. Durante 14 dias os animais foram
observados periodicamente, cada 24 horas, para detectar sinais de toxicidade.
No decurso da pesquisa ndo foram observados sinais de toxicidade nos
animais, entretanto, evidenciou-se a perda de apetite sem perda de peso nos
animais avaliados.

Nos estudos apresentados foram reportados baixos niveis de toxicidade
para extratos etandlicos de espécies pertencentes a familia Bromeliaceae, ndo
obstante, nos estudos experimentais realizados com extratos de Encholirium
spectabile, incluindo esta pesquisa, ndo foram evidentes sinais de toxicidade

Nnos organismo-teste.
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6 CONCLUSAO
No presente estudo, a partir dos resultados obtidos conclui-se que:

« Os extratos etanolicos brutos apresentaram baixa atividade
antimicrobiana contra bactérias Gram positivas e Gram negativas,
com excepcao de Shigella Flexneri, ja as fracbes FH da casca e
FA da raiz demonstraram alta e moderada atividade
antimicrobiana contra S. epidermidis, 31 pg/mL e 125 pg/mL
respectivamente. Ja as fracdes FA da folha (250 pg/ml) e FM da
folna (500 pg/mL) apresentaram moderada e baixa atividade
antibacteriana contra cepas Gram negativas, P. aeruginosa e
Shigella flexneri;

* A excepcdo da FM da folha, a analises fitoquimica das fracbes
testadas evidenciou principalmente a presenca de compostos
fendlicos nas fracbes testadas: fenois, antocianinas,
antocianidinas, flavonoides, flavonas, flavononois e xantonas; a
FM da folha e FA da raiz adicionalmente, exibiram compostos
terpénicos na sua composi¢cao: saponinas e triterpenos;

« A FA da raiz apresentou a melhor atividade antioxidante
demonstrando porcentagen superiores a 80% quando testadas
nas concentragdes de 50 pg/mL, 40 ug/mL, 30 ug/mL, 20 pg/mL e
10 ug/mL e a FH da casca aprentou alta atividade antioxidante,
demonstrando resultados similares a fracdo supracitada (80%)
quando testada nas concentragbes 50 ug/mL, 40 pg/mL e 30
Mg/mL.

« As amostras testadas néo apresentaram toxicidade.

» Esses resultados confirmam o potencial medicinal e biotecnoldgico da
eespécie estudada, sendo necessario 0 investimento em novos

estudos que permitam o aproveitamento desta espécie vegetal.



7 PERSPECTIVAS

Realizar o isolamento das substancias ativas das fracoes FH da
casca e FA da raiz, seguido de avaliacdo fitoquimica quantitativa
através de métodos espectroscépicos de ressonancia magnética
nuclear (RMN), ultravioleta (UV).

Implementar ensaios de cicatrizacdo in vitro para contribuir &
conhecimento do potencial biolégico desta espécie.
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