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Introducao

A espécie Eleutherine bulbosa (Miller) Urb., pertencente a familia Iridaceae e
conhecida popularmente como marupazinho, é encontrada principalmente na regido Norte do
Brasil e amplamente utilizada na medicina tradicional para o tratamento de diversas doencas,
como diabetes, cancer de mama, derrame, hipertensdo, hipercolesterolemia, ulceras,
constipacéo, distarbios menstruais e nefrolitiase (Lorenzi; Matos, 2008; K; Nair, 2022). Entre
seus principais metabdlitos bioativos destacam-se as naftoquinonas, compostos responsaveis
por diversas atividades farmacoldgicas (Almeida, 2016; Damasceno; Gil, 2016).

Estudos quimicos e farmacol6gicos demonstraram que o extrato bruto e compostos
isolados de E. bulbosa apresentam atividade contra patdgenos bacterianos e fangicos,
favorecem a cicatrizacdo de feridas (Villegas et al., 1997) e exibem atividade anticancer em
modelos de cancer de colon, mama e leucemia (Amelia et al., 2015; Lestari et al., 2019).
Entretanto, as evidéncias sobre seu potencial anti-inflamatério ainda sdo escassas,
evidenciando a necessidade de estudos que ampliem o conhecimento sobre seus mecanismos
de acdo e aplicagdes terapéuticas (Thi Bich Hanh et al., 2018).

O potencial bioloégico das naftoquinonas do género Eleutherine também foi
demonstrado por Shinkai et al. (2022), que investigaram o mecanismo de agéo da eleuterina,
uma naftoquinona isolada de Eleutherine plicata, em células de glioma C6 de rato. Os autores
observaram reducdo dose-dependente da proliferacdo celular, inibicdo da migracdo e da
invasdo, inducéo de apoptose, diminuicdo da fosforilacdo de AKT e reducdo da expressdo da
telomerase, resultados que reforcam o potencial farmacologico desses metabolitos e
incentivam a investigacao de outras atividades bioldgicas.
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A inflamag&o constitui uma resposta biol(’)gicado organismo”ffenté danos teciduais e
agentes nocivos, podendo ser classificada em aguda ou cronica (Almeida, 2016; Etienne et
al., 2021). Seus mediadores quimicos sdo provenientes de duas vias principais: componentes
celulares sintetizados ou liberados em resposta a estimulos e proteinas plasmaticas produzidas
principalmente pelo figado, incluindo os sistemas do Complemento, das Cininas e da
Coagulacdo/Fibrindlise (Kain et al., 2014; Kumar et al., 2010).

Para investigar esse processo, foi empregado o zebrafish (Danio rerio), modelo
amplamente utilizado em estudos pré-clinicos devido a elevada homologia genética com
humanos (cerca de 70%), facilidade de manutencdo, baixo custo experimental, elevada
fecundidade e rapida obtencdo de resultados (Gheno et al., 2015; Holanda et al., 2023). Como
complemento as avaliagdes experimentais, 0 acoplamento molecular (molecular docking)
constitui uma importante ferramenta computacional para predizer a interacdo entre moléculas
bioativas e alvos bioldgicos, contribuindo para a elucidacdo dos possiveis mecanismos de
acdo e reduzindo tempo e custos no desenvolvimento de novos farmacos (Ferreira et al.,
2015; Keita et al., 2022; Souza et al., 2022).

Diante desse contexto, o presente estudo teve como objetivo avaliar a toxicidade
aguda da fracdo hexanica do extrato etandlico de Eleutherine bulbosa (ExtFH) em zebrafish
adultos, por meio da determinacdo da DL50, de avaliagbes comportamentais e
histopatoldgicas e da investigacdo do potencial anti-inflamatério no modelo de edema
abdominal induzido por carragenina, associado a analise in silico por acoplamento molecular
para auxiliar na elucidacao dos possiveis mecanismos envolvidos.

Material e Métodos
Anélise fitoquimica

Os bulbos de Eleutherine bulbosa foram coletados em Palmas (TO) e identificados
pelo Complexo de Ciéncias Agrarias da Universidade Estadual do Tocantins (UNITINS).
ApoOs secagem e trituracdo, o extrato etanolico foi obtido por percolacdo e submetido a
particdo liquido-liquido com solventes de polaridade crescente, obtendo-se a fracdo hexanica
(ExtFH). A caracterizac¢do quimica da fracdo foi realizada por cromatografia gasosa acoplada
a espectrometria de massas (CG-MS), com identificagdo dos constituintes por comparacao
dos espectros de massas com a biblioteca NIST (Malheiros, 2008).

Ensaios in vivo

Os ensaios foram conduzidos em zebrafish (Danio rerio) adultos, mantidos conforme
as normas éticas para experimentacio animal, aprovadas pelo Comité de Etica no Uso de
Animais da Universidade Federal do Amapa (Protocolo n°® 022/2022). A toxicidade aguda da
ExtFH foi avaliada por administracdo oral, seguida da determinacdo da DL50, monitoramento
da mortalidade e observacdo de alteragdes comportamentais (Carvalho et al., 2018; Souza et
al., 2019).
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Dois métodos (M1 e M2) de inducéo de edema abdomlnal por carragenlna foram
usados em zebrafish para avaliar a atividade anti-inflamatéria, no método 1 (M1), os grupos
receberam os tratamentos 1 hora antes da aplicacdo de carragenina via intraperitoneal. No
método 2 (M2), a adaptacdo consistiu em mudar a ordem de tratamento e indugdo do edema,
assim, os grupos receberam a aplicacdo de carragenina (i.p) 1 hora antes da administracdo dos
tratamentos (Carvalho et al., 2018; Coelho de Souza et al., 2021).

A atividade anti-inflamatdria foi investigada no modelo de edema abdominal induzido
por carragenina (20 uL, i.p), os animais foram distribuidos em grupos, controle negativo,
controle positivo (indometacina - 10 mg/kg, v.0) e grupos tratados com diferentes doses da
ExtFH (2,5, 5, 10, 20 mg/kg, v.0). A resposta inflamatoria foi avaliada pela varia¢do do peso
corporal, percentual de inibicdo do edema e anélise histopatoldgica de figado, rins e intestino,
com célculo do indice de Alteragdes Histopatoldgicas (IAH) (Borges et al., 2018; Holanda et
al., 2023). Os dados foram analisados por analise probit e ANOVA one-way, seguida do teste
de Tukey-Kramer, adotando-se nivel de significancia de 5% (P < 0,05) (Souza et al., 2019;
Holanda et al., 2023).

Docking molecular

Como abordagem complementar, foi realizado o acoplamento molecular entre as
principais naftoquinonas da fracdo hexanica e as enzimas ciclooxigenases COX-1 e COX-2,
utilizando estruturas do Protein Data Bank, para avaliar a afinidade de ligacdo e os possiveis
mecanismos relacionados a atividade anti-inflamatéria. Os protocolos foram validados por
meio da analise do desvio quadratico médio (RMSD) entre as poses experimental e predita
(Cruz et al., 2018; Ramos et al., 2022).

Resultados e Discussao
Caracterizacao da fracdo hexanica

Na fracdo hexanica da Eleutherine bulbosa foram identificados eleuterina 272 m/z,
C16H1604 € eleuterol 244 m/z, CisH1204 (Malheiros, 2008; Gallucio et al., 2014). As
naftoquinonas sdo compostos majoritarios desta planta e induzem estresse oxidativo (Silva et
al., 2003).
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Fig. 1: Espectro de massa de eleuterina (A) e eleuterol (B).
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Obtencao da dose letal média (DL50) e Anélise comportamental e histopatologica

A ExtFH administrada oralmente teve DL50 de 346,74 mg/kg. Doses entre 250 e 400
mg/kg causaram Gbitos nas quatro maiores, induzindo alteracbes comportamentais iniciais,
como hiperatividade, perda de equilibrio, hipomotilidade e repouso no fundo (Souza et al.,
2019).

As mudangas comportamentais demonstram que a ExtFH induziu poucas alteragdes
em relacdo ao padrdo normal quando observado em 48 h. Essas alteracdes podem indicar a
acao toxica do extrato testado, pois quando em contato com a mesma, tendem a desencadear
alteracdes fisioldgicas, teciduais e comportamentais (Holanda et al., 2023).

A histopatologia da toxicidade aguda mostrou poucas alteragdes no figado (< 4.75 *
0.95) e rins (< 7.50 £ 2.38) do zebrafish. O intestino apresentou IAH mais elevado nas doses
de 250 mg/kg (17.5 £ 2.51), 350 mg/kg (14.75 + 1.89) e 360 mg/kg (12 + 1,15), classificando
as alteracdes como leves a moderadas.

O intestino do zebrafish é o 6rgdo mais afetado em tratamentos orais (Hyacienth et al.,
2020; Tomazi et al., 2021). Essas alteracBes sdo registradas por ser o primeiro 6rgdo de
contato com as substancias testadas, no entanto, alguns autores afirmam que as alteracGes
intestinais sdo mecanismos de defesa, isso pode ser observado pela presenca de alteracdes
como o deslocamento da lamina propria que separa as vilosidades da camada muscular
(Holden, Layfield; Matthews, 2012; Souza et al., 2019).
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Fig. 2: indice de alteracBes histopatoldgicas no intestino (A, B), figado (C, D) e rins (E, F) em cada dose de ExtFH. A: observa-se as
vilosidades (V), camada muscular (CM), células caliciformes (CG), B: destacamento da l1amina prépria (DLP), dilatagdo dos vasos presentes
nas vilosidades (DVv); C: observa-se tecido hepético, com hepatdcitos normais (H), simusoides (S), D: vacuolizagdo citoplasmética (CV);
em E: observa-se tecido renal com tibulos normais (Tb), espago da capsula de Bowman (BCS), capilares do glomérulo (GC), F: degeneragéo
hialina tubular leve (MTHD).
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Ensaio de edema abdominal induzido por carragenia

No M1, a ExtFH (2,5, 5, 10 e 20 mg/kg) inibiu significativamente o edema com
66,2%, 57%, 46% e 31,5% no pico maximo, a indometacina (controle positivo) inibiu em
70,4%. A reducdo do edema abdominal pelo ExtFH ocorre através da inibicdo dos niveis de
TNF-a ¢ iNOS, citocinas pré-inflamatdrias responsaveis pela formacdo desse tipo de edema
induzido por carragenina em zebrafish (Huang et al., 2014).

No M2, a ExtFH também inibiu o edema em 62,4%, 51,6%, 49,1% e 60,3% para as
doses de 2,5, 5, 10 e 20 mg/kg, o controle positivo (indometacina) inibiu em 69,4%. Os
resultados foram consistentes com M1, com doses da ExtFH significativamente diferentes do
controle negativo (CAR) (p < 0,05) e sem diferenga da indometacina. A variagdo na dose de
20 mg/kg entre métodos sugere atividade anti-inflamatéria da ExtFH via supressdo de
citocinas pré-inflamatorias (Thi Bich Hanh et al., 2018).

Estudos com a E. bulbosa mostraram potenciais efeitos anti-inflamatérios ao suprimir
pré-citocinas como IL-6, TNF-a, e IL-12 p40 em ensaios in vitro, tendo como principais
compostos ativos eleuterina, isoeleuterina e eleuterinosideos. Por outro lado, em ensaios in
vivo, apresentou atividade anti-inflamatoria, reduzindo sinais de artrite em modelo animal
camundongo CAIA (Thi Bich Hanh et al., 2018).
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Fig. 3: (A) Efeito do ExtFH na formagéo de edema abdominal induzido por carragenina (M1); (B) Efeito do ExtFH na reverséo do edema
abdominal induzido por carragenina (M2).

Analise Histopatoldgica da Inflamacéo

No intestino (M1), controles positivo e negativo tiveram IAH > 10, com deslocamento
da lamina propria e dilatacdo dos vasos. Grupos tratados com ExtFH apresentaram IAH < 10,
indicando normalidade, com hipertrofia e vacuolizacdo dos enterocitos. No figado (M1),
apenas o controle negativo (CARR+DMSO) teve IAH elevado. No rim (M1), o controle
negativo (CARR+DMSQO) apresentou o IAH mais alto (30.5+4.12), com alteragdes
moderadas a graves (Borges et al., 2018).

No intestino (M2), controles positivo e negativo tiveram IAH > 10, com infiltracdo de
leucdcitos e linfocitos. Grupos tratados com ExtFH apresentaram IAH < 10. No figado (M2),
o controle negativo (CARR+DMSQO) teve IAH elevado (31+4.57), com vacuolizacao,
degeneracédo e hiperemia. No rim (M2), o controle negativo (CARR+DMSOQO) apresentou o
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IAH mais alto (32.5+5.12), com alteragcbes moderadas a graves. Grupos tratados com ExtFH

ndo mostraram alteragdes funcionais (Carvalho et al., 2018; Fernandes et al., 2002; Souza et
al., 2016).
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Fig. 4: Efeito da administrag@o oral de solug@o salina e PBS (SS/PBS, 2 pL), DMSO (2 pL), Indometacina (10 mg/kg) e doses de 2,5; 5; 10 e
20 mg/kg de ExtFH sobre o IHA do intestino, figado e rim em zebrafish com a aplicagio de carragenana (20 pg/animal).

Fig. 5: Secéo histoldgica do intestino (A, B), figado (C, D) e rins (E, F) com as principais altera¢des histopatoldgicas registradas nos ensaios
M1 e M2. A, B: temos tecido intestinal com vilosidades normais (V), células caliciformes (GC), destacamento da lamina propria (DLP) e
dilatagdo dos vasos presentes nas vilosidades (DVv). C, D: mostram tecido hepéatico com hepatécitos normais (H), hiperemia (HP) e
vacuolizacdo citoplasmética (CV). E, F: mostram tecido renal com tdbulos normais (Tb), degeneracéo hialina tubular leve (MTHD) e
degeneracdo hialina tubular severa (STHD).

Avaliacdo Comportamental do ensaio de inflamacéo

A ExtFH causou mudancas comportamentais leves (perda de equilibrio, motilidade,
repouso no fundo), mas os animais se recuperaram. Controles (PBS e DMSO) ndo tiveram
alteracdes significativas, no M1 20% dos animais com 20 mg/kg de ExtFH repousaram no
fundo na 5% hora, no M2 ndo houve alteracbes comportamentais aparentes apds a 22 hora
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(Huang et al., 2014). Reagdes possivelmente causadas pelas acOes smerglcas dos compostos
presentes na ExtFH, que sdo semelhantes as encontradas em outros estudos que utilizaram 0s
mesmos parametros aqui descritos (Souza et al., 2022).

Docking molecular de naftoquinonas em alvos inflamatérios

O docking molecular validou a interacdo de naftoquinonas com COX-1 e COX-2.
Protocolos satisfatorios (RMSD de 0.893 e 1.109 A para NIM e RCX, respectivamente;
RMSD < 2 A) (Ramos et al., 2022). NIM interage com Arg120, Leu352, Trp387, 11e523,
Ala527 (ligacbes de hidrogénio e hidrofdobicas). RCX interage com Thr88-Tyr91, Val344-
Leu352, Leu353-Asp362, Ala516-Gly519 (ligacdes de hidrogénio e hidrofébicas) (Pham et
al., 2012).

Eleuterol teve a melhor afinidade de ligagdo, similar ao NIM para COX-1 (Arg120,
Leu352, 11523, Ala527), confirmando potencial anti-inflamatério (Sidhu et al., 2010). A
estrutura quinoide das naftoquinonas contribui para reatividade e transporte de elétrons.
Eleuterol (-6.5 Kcal/mol para COX-1) e eleuterina (-6.8 Kcal/mol para COX-2) e eleuterol (-
7.4 Kcal/mol para COX-2) superaram controles, embora o Celecoxib (CEL) tenha maior
afinidade para COX-2, com alertas de toxicidade (Araujo et al., 2020; Borges et al., 2019).
InteracBes do eleuterol com COX-2 incluem hidrofobicas (Leu352, Val523, Val349).
Eleuterina interage com Ala527, Tyr355, Val523, Leu352. Dados de docking molecular
alinham-se a literatura sobre residuos de aminoacidos na ligagdo proteina-ligante da COX-2
(Krishna et al., 2013).
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Fig. 6: Interacfes dos controles NIM (A) e RCX (B) e dos potenciais inibidores eleuterina (C) e eleuterol (D)
com o sitio de ligagio da COX-1 (ID PDB 3N8X).
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Conclusoes

O estudo demonstrou que o perfil fitoquimico de Eleutherine bulbosa (Mill.) Urb é
predominantemente composto por quinonas, classificadas como naftoquinonas. Por meio de
cromatografia gasosa (GC-MS), os compostos eleuterol e eleuterina foram caracterizados.
Com base na anélise de alteracBes comportamentais e histopatoldgicas, o ExtFH apresentou
um nivel de seguranga aceitavel quanto a toxicidade aguda e os resultados evidenciaram o alto
potencial farmacoldgico da espécie, que exibiu atividade anti-inflamatéria significativa em
peixes-zebra em todas as doses testadas.

Demonstrou atividade anti-inflamatoria significativa em zebrafish, prevenindo (M1) e
revertendo (M2) edema. Por meio de ensaios de docking molecular, observou-se que o
eleuterol apresentou um perfil de dupla inibi¢cdo das enzimas ciclooxigenase-1 e 2 (COX-1 e
COX-2), com intera¢6es no sitio ativo semelhantes as dos grupos controles.

Em suma, estudos farmacocinéticos e toxicoldgicos adicionais sdo necessarios para
avaliar efeitos adversos das moléculas isoladas, considerando os riscos dos controles, assim, a
abordagem integrativa envolvendo andlises fitoquimicas, in vivo e in silico nesse estudo
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confirmou a promissora atividade anti-inflamatéria da planta. Estes dados inéditos
estabelecem uma base solida para futuras investigagdes nessa linha de pesquisa.
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