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RESUMO

O objetivo do presente trabalho concentrou-se na realizagdo de uma
abordagem fitoquimica, morfoanatdbmica e analitica da espécie vegetal
Dicksonia sellowiana Presl. Hook. (Dicksoniaceae). Esta espécie, conhecida
popularmente como xaxim, encontra-se na lista do IBAMA como ameacada de
extingdo desde 2001. Tendo-se que esta planta endémica da mata atlantica
encontra-se em perigo de extingcdo, as frondes de Dicksonia sellowiana foram
doadas pela empresa CHAMEL, que possui no municipio de Inacio Martins
(Parana) uma plantacdo de xaxim. O material foi seco em estufa e armazenado
para a preparacdo dos extratos vegetais para testes analiticos. Na sequéncia,
foi realizado estudo morfoanatémico e histoquimico verificando a presenca de
flavonoides a taninos nas frondes. Na preparacdo dos extratos vegetais por
diferentes métodos e solventes, verificou-se que o0 meétodo de extracao
influencia no extrato vegetal desde a quantidade de sélidos até na atividade
biol6égica que demonstrou uma alta concentracdo de polifendis, principalmente
de proantocianidinas, relacionadas diretamente a alta atividade antioxidante
observada. Na analise dos 6rgaos da fronde verificou-se que a maior atividade
esta relacionada aos foliolos, apresentando, através de analise de UPLC-MS,
diversos flavonoides derivados da quercetina e do kaempeferol. Na atividade
alelopatica apenas o extrato bruto apresentou atividade na velocidade de
germinacao. Foram identificados trés fitoesterdis presentes na fracdo hexano,
sendo estes o [-sitosterol, campesterol e estigmasterol. Nas atividades
utilizando o padrdo acido galico, 0 mesmo apresentou atividade citotoxica no

modelo testado e ativacdo de neutréfilos humanos.

PALAVRAS-CHAVE: Dicksonia sellowiana, Dicksoniaceae, analitica, acido

galico, atividades bioldgicas.



ABSTRACT

This study aimed to conduct a phytochemical, morphoanatomical and analytical
approach to plant species Dicksonia sellowiana Presl. Hook. (Dicksoniaceae).
This species known popularly as tree fern is the list of IBAMA as endangered
since 2001. To carry out this project as this endemic plant of the rainforest is in
danger of extinction, the fronds of Dicksonia sellowiana were donated by
CHAMEL company It has the Inacio Martins municipality in the state of Parana
one tree fern plantation. This material was dried in an oven and stored for the
preparation of plant extracts for analytical testing. Following was held
morphoanatomical and immunohistochemical study verifying the presence of
the flavonoid tannins in the fronds. In the preparation of plant extracts with
different methods and solvents, it was found that the extraction method
influences the plant extract from the amount of solids to the biological activity
demonstrated a high concentration of polyphenols, mainly proanthocyanidins
directly related to high antioxidant activity observed. The analysis of the frond
bodies verified that the greatest activity is related to the leaflets, showing by
UPLC-MS analysis, various derivatives of flavonoids quercetin and
kaempeferol. In allelopathic only the crude extract showed activity in the
germination rate. three phytosterols present were identified in the hexane
fraction, these being the [-sitosterol, campesterol and stigmasterol. The
activities using the standard gallic acid, it showed cytotoxic activity on the tested

model and activation of human neutrophils.

KEYWORDS: Dicksonia sellowiana, Dicksoniaceae, Analytics, Gallic acid,

Biological activities.
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1 INTRODUCAO

Universidades e industrias farmacéuticas retomaram o interesse pelos
fitoterdpicos, alavancando diversos estudos visando a consolidacdo da
fitoterapia através de evidéncias cientificas, garantindo a eficacia terapéutica e
o potencial téxico das matérias-primas e do medicamento fitoterapico. Essa
retomada de estudos apds quase um século de moléculas provenientes de
sinteses quimicas deve-se ao fato que as matérias-primas vegetais se
destacam como fontes de novos recursos terapéuticos, oriundos principalmente
do metabolismo secundario vegetal (Braz Filho, 2010).

Uma dentre as diversas caracteristicas dos seres vivos é de possuirem
atividade metabdlica, e entre as células vegetais esse fator ndo é diferente,
dividindo-se entre metabolitos primarios e secundarios (Kutchan, 2001). O
metabolismo primario desenvolve as caracteristicas essenciais para a
sobrevivéncia do vegetal, tais como a fotossintese, a respiracéo e o transporte
de solutos. Aminoéacidos, nucleotideos, lipidios, carboidratos e clorofila,
compostos provenientes do metabolismo primario sdo encontrados em todas
as espeécies de plantas (Gobbo-Neto e Lopes, 2007).

O metabolismo secundario origina compostos ndo comuns entre todas
as plantas, pois ndo sdo necessarios para a sobrevivéncia da mesma
(Fumagali et al., 2008). Diferentemente das angiospermas, onde a presenca de
flavonoides possui uma importancia muito grande na protecao ultravioleta (UV)
e na sinalizacdo com outros organismos vivos, plantas primitivas como as
pteridéfitas apresentam pouca Vvariabilidade estrutural, apresentando alta
concentracdo de proantocianidinas através da enzima di-hidroflavonol-4-
redutase que utiliza a molécula dihidroflavona como substratos pela via do
acido chiquimico (Markham, 1988).

O Brasil ttm uma das mais ricas biodiversidades da Terra, estimando-se
a existéncia de mais de dois milhdes de espécies distintas de plantas, animais
e micro-organismos (Guerra e Nodari, 2007). De acordo com Guerra e
colaboradores (1998) o Brasil € o pais com a maior diversidade genética
vegetal do mundo, contando com mais de 55.000 espécies catalogadas de um
total estimado entre 350.000 e 550.000 mil espécies.

Neste contexto, faz-se necessario que equipes multidisciplinares,

formadas por profissionais da area médica, farmacéutica, quimica, agronémica,



econbmica e politica, somem esforcos para o desenvolvimento de um
programa, em nivel nacional, que vise o desenvolvimento e a producédo de
medicamentos a base de plantas, com o objetivo de prevenir e combater
enfermidades que assolam os brasileiros (Pereira, 2008).

No Brasil, diversas medidas vém sendo criadas para que as plantas

medicinais e os fitoterapicos se tornem cada vez mais utilizados pela

populacdo. Por meio da Portaria GM/MS n2 971, de 3 de maio de 2006,
aprovou-se a Politica Nacional de Praticas Integrativas e Complementares
(PNPIC) no Sistema Unico de Saude (SUS), que contempla, plantas
medicinais, fitoterapia, medicina tradicional chinesa, acupuntura,
homeopatia, medicina antroposéfica, além das praticas complementares de
saude. Logo apds, o Decreto n2 5.813, de 22 de junho de 2006, aprovou a
Politica Nacional de Plantas Medicinais e Fitoterapicos.

Como a demanda de utilizacdo da populacdao vém aumentando com o

tempo, o SUS através das politicas que foram criadas, foi elaborado uma lista

com 71 plantas de interesse ao SUS (RENISUS), entre estas, se destaca as
espécies Espinheira Santa (Maytenus ilicifolia), Guaco (Mikania glomerata),
Alcachofra (Cynara scolymus), Aroeira (Schinus terebenthifolius); Céascara-
sagrada (Rhamnus purshiana); Garra-do-diabo (Harpagophytum procumbens);
Isoflavona-de-soja (Glycine max); Unha-de-gato (Uncaria tomentosa).

A Dicksonia sellowiana da familia Dicksoniaceae, conhecida
popularmente como Xaxim, que foi uma espécie incluida em um dos trés
apéndices da CITES (Comeércio Internacional de Espécies da Fauna e Flora em
Perigo de Extincdo), € uma samambaia caracteristica das florestas ombrofilas
mistas do Brasil meridional na mata atlantica, e se apresenta com maior
frequéncia em éareas com alta densidade de araucéria. Devido a sua
exploracdo comercial para a confec¢do de vasos para jardinagem e floricultura,
0 CONAMA - Conselho Nacional de Meio Ambiente, elaborou a resolucéo
278/2001, que veta o comércio desta espécie, colocando a planta endémica da
Mata Atlantica, na lista oficial do IBAMA - Instituto Brasileiro do Meio Ambiente
e dos Recursos Naturais Renovaveis, de espécies brasileiras ameacadas de

extingao.



Calcula-se que o ritmo de espécies em extincdo é provavelmente bem
mais acelerado que o ritmo da ciéncia na identificagdo e descricdo de novas
espécies, a ciéncia ainda desconhece de 10 a 20% das atuais espécies de
angiospermas (Scheffers et al., 2012). A extingdo das espécies esta
relacionada a destruicdes de habitats, sobre-matancas, introdugcéo de espécies
exoticas, cadeias de extingdo e as mudancas climéticas dos ultimos anos. O
efeito sinérgico entre estes cinco elementos séo relevantes, porém a destrui¢ao
de ambientes naturais através de queimadas, alagamentos e para a construcao
de cidades ou hidroelétricas sdo apontados como os maiores desencadeadores
da extincao de espécies (Thomas et al., 2004; Brook, Sodhi e Bradshaw, 2008).

Apesar do crescimento de espécies em extincdo na Flora no Brasil, é
importante que estudos quimicos e farmacoldgicos sejam realizados sobre
plantas ainda pouco conhecidas, em busca de substancias e atividades que
possam auxiliar no tratamento das diversas patologias. Neste sentido, este
trabalho teve como mérito e originalidade o estudo da morfoanatomia,
composicao fitoquimica, atividade biolégica e farmacolodgica, utilizando frondes
de Dicksonia sellowiana, cultivadas na cidade de Inacio Martins — Parana, nao

destruindo a espécie e contribuindo com novas informacgdes cientificas.



2

2.1

OBJETIVOS

OBJETIVO GERAL

Avaliar as caracteristicas morfoanatémicas, fitoquimicas, alelopéticas,

antioxidante e analiticas das frondes da espécie Dicksonia sellowiana (Presl.)

Hook., da familia Dicksoniaceae.

2.2

OBJETIVOS ESPECIFICOS

Realizar analise do teor de &gua e cinzas totais das frondes secas;
Realizar estudo morfoanatémico e os testes histoquimicos das frondes;
Realizar andlise fitoquimica preliminar classica e por CCD identificando
as principais classes de constituintes presentes nos extratos brutos e
fracOes;

Preparar 6 extratos brutos etanodlicos e 6 extratos brutos hidroalcodlicos
por meétodos de extracdo diferentes e verificar o perfil quimico e
bioldgico dos extratos;

Preparar utilizando o melhor método extrativo extratos brutos das partes
da fronde (raque, pinula e foliolo) e avaliar o perfil quimico e biologico
das diferentes partes;

Preparar extrato bruto cetonico e etandlico e fracbes hexano, cloroférmio
e acetato de etila e fracdo residual a partir das frondes secas para
isolamento;

Isolar e identificar os constituintes quimicos presentes no extrato das
frondes de Dicksonia sellowiana;

Verificar os efeitos alelopéticos do extrato etandlico e fragdes frente as
sementes de Lactuca sativa (alface) por ensaios de germinacdo,
crescimento, teor de clorofila e respiracao;

Verificar a atividade antioxidante, hemolitica, toxicidade frente neutrofilos
humanos e a citotoxicidade por reducdo do MTT utilizando a linhagem
celular SiHa (ATCC® HTB35TM/Neoplasia de melanoma)



3. REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 SAMAMBAIAS

As samambaias sdo pteridéfitas que constituem um grupo
aproximadamente 12.000 espécies de plantas vasculares que se reproduzem
através de esporos, ndo possuindo sementes e nem flores (Chapman, 2009).
Conhecidas como fetos e fetas, ou em inglés designadas tree fern, a
reproducdo se da através de esporos que se localizam na parte abaxial da
fronde. Essas plantas, quando adultas, normalmente sdo formadas por um
caule, um rizoma e por folhas, denominadas de frondes (Christenhusz e Chase,
2014).

Possuem um potencial adaptativo muito elevado, levando em
consideracdo que as samambaias s&o as plantas mais antigas existentes,
predominando no planeta por cerca de 345 milhées de anos, antes mesmo das
arvores e flores que vieram 145 milhdes de anos apods. Essas plantas foram
capazes de suportar o “big bang” voltando a predominar na terra mesmo apos
a extincao dos dinossauros (Olsen, 2007).

A maioria das samambaias ndo sédo de grande importancia econdémica,
porém, diversas espécies sao cultivadas ou coletadas para fins alimentares e
ornamentais, além de diversos estudos apontarem a capacidade de removerem
alguns poluentes quimicos do ar (Revedin et al., 2010).

De acordo com Revedin e colaboradores (2010) as samambaias sao
utilizadas para diversas finalidades. Algumas espécies sao utilizadas para fins
alimentares, como a espécie Pteridium aquilinum e Osmundastrum
cinnamomeum, outras sao cultivadas para horticultura, para fins de jardinagem,
como as espécies Dicksonia sellowiana encontrada na América do Sul e a
espécie Dicksonia antarctica encontrada na Nova Zelandia, ambas servindo de
suporte para plantas epifitas.

Em florestas Umidas, as pteridéfitas encontram condicfes Otimas para
apresentarem alta diversidade (Tryon e Tryon, 1982). Algumas samambaias,
como as presentes nas familias Dicksoniaceae e Cyatheaceae, podem chegar
até 5 metros de altura, conhecidas como pteriddfitas arborescentes. Estas,

gquando comparadas com as angiospermas, possuem um crescimento



considerado lento, e, um dos fatores que afetam o crescimento das
samambaias, € a duragdo do dia (Schmitt e Windisch, 2006).
A classificagdo das samambaias, com base em sua filogenia, apresenta-

se em quatro classes, conforme figura abaixo.

CLASSE ORDEM FAMILIA

—— Polypodiales — 15 Familias

Salviniales 2 Familias

— Polypodiopsida Schizaeales 3 Familias

Gleicheniales 3 Familias
Hymenophyllales—1 Familia
Osmundales 1 Familia

Metaxyaceae
Dicksoniaceae
Cyatheaceae
Cyatheales Cibotiaceae
Plagiogyriaceae
Culcitaceae
Loxomataceae
Thyrsopteridaceae

SAMAMBAIAS

— Marattiopsida Marattiales 1 Familia

— Equisetopsida Equisetales 1 Familia

Psilotopsida Psilotales 1 Familia
o P Ophioglossales — 1 Familia

Figura 1 - Classificacdo das samambaias, adaptado de (Smith et al., 2006)

As familias Cyatheaceae e Dicksoniaceae sdo as mais conhecidas por
apresentarem representantes arborescentes. A presenca de escamas e a
posicdo dos esporos, diferenciam estas duas familias (Korall et al., 2006).
Atualmente, as samambaias viraram moda, podendo ser encontradas em
varias residéncias, servindo como item decorativo no ambito do paisagismo e

também como suporte para plantas epifitas, como orquideas e bromélias.
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3.2 A FAMILIA DICKSONIACEAE

Dicksoniaceae é uma pequena familia de filicineas arborescentes,
semelhantes no habito da familia Cyatheaceae, e se distinguem pela posicao
marginal dos esporos (Joly, 1985). Esta familia compreende apenas seis
géneros sobreviventes de um total de nove géneros. A familia Dicksoniaceae
compreende de 40-45 espécies divididas em seis géneros (Calochlaena,
Cibotium, Culcita, Cystodium, Dicksonia, e Thyrsopteris), encontrados em
zonas tropicais e temperadas no mundo (Korall et al., 2006).

Dentro da familia, apenas os géneros Dicksonia e Cibotium possuem
espécies de samambaias na forma de arvores e 0s outros géneros apresentam
espécies rasteiras (Kubitzki, 1990). As espécies desta familia sdo fetos
tropicais, subtropicais e de latitudes temperadas quentes, encontradas em
regides tropicais do hemisfério sul, atingindo area temperadas como o sul da
Nova Zelandia (Tryon e Tryon, 1982).

Em geral, esta familia apresenta caule bastante grosso, ndo ramificado,
com cerca de 8 a 12 frondes amplas no apice, que quando caem deixam
cicatrizes no tronco. Estas por¢cdes mais velhas séo totalmente recobertas por
raizes adventicias que engrossam o caule. As frondes sdo grandes podendo
alcancar 2 metros de comprimento, sendo 3 a 4 vezes pinadas, onde as férteis

possuem soros marginais no apice de nervuras (Joly, 1985).

3.3 GENERO Dicksonia

Entre as samambaias, este género oferece algumas opcoes
maravilhosas para os entusiastas desta planta. Nomeado por James Dickson
(1738-1822), 0 género possui de 20 a 25 espécies tropicais (Kubitzki, 1990;
Korall et al.,, 2006). O género Dicksonia € um género de feto arbdreo
pertencente a ordem podypodiales, parente proximo do género Cyathea, porém
mais primitivo, através de fosseis de caules, pinulas e esporos botanicos datam
sua origem nos periodos jurassico e cretaceo. Estando presentes em diversos
paises tropicais como Austrélia e Brasil, € na Nova Guiné que atinge maior
diversidade com 5 espécies conhecidas (Churchill, Tryon e Barrington, 1998).

As espécies do género Dicksonia possuem troncos de crescimento lento

e delgado em sua estrutura vascular basica, mas se ampliam significativamente
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pelos feixes de raizes que se estendem até o solo retirando a agua e nutrientes
gue necessitam (Tryon e Tryon, 1982). As copas sao bipenadas e as frondes
séo reconhecidas pelo aspecto peludo da raque. Os esporos sao transportados
em copos em miniatura ao longo das margens da fronde, mas séo de duracgéo
relativamente curta e para obter os melhores resultados devem ser semeados

logo que possivel ap6s a maturacao (Joly, 1985).

Quadro 1 - Principais espécies do genéro Dicksonia, local e altura maxima.

Espécie Local Altura Referéncia
Maxima
Dicksonia antactica Austrélia e 6 metros (Hunt et al., 2002)
Tasmania
Dicksonia arborescens llha e Santa 5 metros (Maunder et al.,
Helena 1995)
Dicksonia sellowiana América do Sul 5 metros (Schmitt, Schneider
e Central e Windisch, 2009)
Dicksonia fibrosa Nova Zelandia 7 metros (Page e Brownsey,
1986)
Dicksonia lanata Nova Zelandia 2 metros (Ogden, 1971)
Dicksonia squarrosa Nova Zelandia 7 metros (Hébant-Mauri,
1975)

Este género é conhecido por suportar baixas temperaturas (ate -5°C) e
por possuir um crescimento lento chegando a 2,5 cm/ano (Schmitt, Schneider e
Windisch, 2009).

3.4 A ESPECIE Dicksonia sellowiana

A espécie Dicksonia sellowiana (Presl.) Hook. conhecida popularmente
por Xxaxim, xaxim-bugio, samambaiacu, samambaiacu-imperial e feto
arborescente. Possui caudice ereto, simples ou ramificado, suas frondes
bipenadas de até 2,4 m de comprimento estdo presentes no apice do caudice,
o crescimento das frondes € mediada pelo hormdnio auxina e a propagacéao da
espécie é através da germinacdo de esporos (Mantovani, 2004). O xaxim é
planta grande podendo chegar a 10 m de altura possuindo um céudice fibroso
e espesso podendo estar totalmente envolvido por larga bainha constituida por
emaranhado de raizes adventicias e com abundantes tricomas castanho-
dourados no apice (Fernandes, 1997). Resistente ao frio essa planta apresenta

um crescimento lento, menor que 1m*/ano (Mielke, 2002; Mantovani, 2004).
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Figura 2 - Exemplares da espécie Dicksonia sellowiana (Presl.) Hook.
Fonte: O autor (2011).

Pertencente a divisdo Pteridophyta e a familia Cyatheaceae (Corréa,
1984) ou Dicksoniaceae (Tryon e Tryon, 1982), possui registros desde o sul do
México até o Uruguai, passando pela América Central, Venezuela, Colémbia,
Bolivia, Paraguai e Brasil.

A espécie Dicksonia sellowiana apresenta alguns nomes cientificos

sinbnimos como pode ser visualizado no quadro 2.
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Quadro 2 — Sin6bnima cientifica da espécie Dicksonia sellowiana (Presl.) Hook.

Nomes cientificos sinbnimos

Balantium karstenianum Klotzsch

Balantium sellowianum (Hook.) C. Presl

Dicksonia ghiesbreghtii Maxon

Dicksonia gigantea H. Karst.

Dicksonia karsteniana (Klotzsch) H. Karst.

Dicksonia lobulata Christ

Dicksonia navarrensis Christ

Dicksonia spruceana Kuhn

Dicksonia stuebelli Hieron.

Fonte: Tropicos http://www.tropicos.org/Name/26606534?tab=synonyms

O xaxim conhecido como samambaiagu (do tupi “hamabe+acgu”

samambaia gigante), € uma importante espécie de pteriddfita arbérea (Mielke,

2002). Seu nome cientifico, Dicksonia sellowiana, foi descrito pela primeira vez

por Karel Borivoj Presl, botanico tcheco que, segundo convencdes botéanicas, €

citado em textos cientificos pela sua abreviatura “C. Presl” ou somente “Presl.”.

Posteriormente, a espécie teve sua posicdo taxonémica alterada pelo botanico

William Jackson Hooker, cuja abreviatura é “Hook.” Dicksonia sellowiana

(Presl.) Hook, 1844. A espécie vegetal Dicksonia sellowiana tem a seguinte

posicao sistematica descrita no quadro 3.

Quadro 3 - Classificacédo taxondmica da espécie Dicksonia sellowiana

TAXA Segundo SCHULTZ (1991)
Divisdo Pterydophyta
Classe Polypodiopsida
Ordem Cyatheales

Familia Dicksoniaceae
Género Dicksonia
Espécie Sellowiana, Hook

Fonte: Tropicos http://www.tropicos.org/Name/26606534



http://www.tropicos.org/Name/26606535
http://www.tropicos.org/Name/50069008
http://www.tropicos.org/Name/26608394
http://www.tropicos.org/Name/26606536
http://www.tropicos.org/Name/26616182
http://www.tropicos.org/Name/26616722
http://www.tropicos.org/Name/26616721
http://www.tropicos.org/Name/26606538
http://www.tropicos.org/Name/26606539
http://www.tropicos.org/Name/26606534?tab=synonyms
http://www.tropicos.org/Name/26606534
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Figura 3 - Distribuicdo da espécie Dicksonia sellowiana pelo mundo.
Fonte: Tropicos

http://www.tropicos.org/MapsCountry.aspx?maptype=4&lookupid=26606534&usenonflash=1

De acordo com Fernandes (1997), o xaxim € encontrado no Brasil nas
regides Sudeste e Sul, com maior intensidade na ultima, provavelmente por
influéncia de fatores climaticos, em altitudes que podem variar desde 60m a
2250m acima do nivel do mar (Figura 4). Essa espécie caracteristica das
florestas ombréfilas mistas do Brasil meridional na mata atlantica, apresenta-se
com maior frequéncia em areas com alta densidade de araucaria (Araucaria
angustifolia) (Sehnem, 1978).

Figura 4 - Distribuicdo geografica da espécie Dicksonia sellowiana no Brasil
Fonte: Condack, J.P.S. Dicksoniaceae in Lista de Espécies da Flora do Brasil.
Jardim Botéanico do Rio de Janeiro. Disponivel em:
<http://reflora.jbrj.gov.br/jabot/floradobrasil/FB90947>. Acesso em: 11 Jun.
2015



http://reflora.jbrj.gov.br/jabot/floradobrasil/FB90947
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Utilizada no paisagismo, normalmente cultivada em regido de sombra ou
meia sombra, gosta de terrenos umidos com solo rico em matéria organica,
servindo de suporte para plantas epifitas, como flor de maio, orquideas,
bromélias e outras samambaias (Tryon e Tryon, 1982; Churchill, Tryon e
Barrington, 1998).

Devido a exploracdo comercial dessa planta para a confeccédo de vasos
para jardinagem e floricultura, 0 CONAMA - Conselho Nacional de Meio
Ambiente, elaborou a resolucdo 278/2001, que veta o comércio, colocando a
planta endémica da Mata Atlantica, na lista oficial do IBAMA - Instituto
Brasileiro do Meio Ambiente e dos Recursos Naturais Renovaveis, de espécies
brasileiras ameacadas de extingcdo (Portaria/IBAMA n°. 37-N/92 e COPAM
085/97) e no Apéndice Il daCITES.

3.4.1 ESTUDOS REALIZADOS COM A ESPECIE Dicksonia sellowiana,
DICKSONIACEAE

Sao0 escassos 0s estudos realizados com o género Dicksonia e com a
espécie Dicksonia sellowiana, conforme pode ser visto na figura 5,
apresentando apenas 10 estudos na base de dados PubMed, destes estudos
apenas 2 sao referentes a atividades farmacoldgicas, os outros estudos
referentes a propagacdo de mudas da referida espécie. Vale ressaltar que os
presentes estudos foram realizados no Brasil com parceria de outros paises. O
local destes estudos podem ser visualizados nos pontos vermelhos do mapa da

figura 5.

Figura 5 - Locais que realizaram pesquisa com a espécie Dicksonia sellowiana
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O uso popular possui registros da utilizacdo desta espécie de diversas
maneiras (via oral, topica ou por inalacdo) para o tratamento da asma, da pele,
doencas cardiovasculares e doenca parasitaria (Corréa, 1984; Marquesini,
1995). Segundo Marquesini (1995) os brotos de Dicksonia sellowiana s&o
utilizados para o tratamento de sarna e vermes intestinais em humanos,
possuindo indicagcdo como vermifugo.

Em um estudo realizado por Ribeiro (2003), o extrato foi testado na
inibicdo do crescimento do sarcoma 180 (tumor de EHRLICH) e os resultados
indicam que o extrato da planta D. sellowiana apresenta atividade antitumoral,
pois inibe o crescimento do sarcoma 180, indicando que essa planta pode ter
alguma acdo moduladora na producao de leucdcitos em animais portadores do
sarcoma 180 uma vez que diminui a porcentagem de neutrofilos e aumenta a
de mondcitos e linfocitos.

Segundo Bora e colaboradores (2005) a Dicksonia sellowiana possui
alto teor de polifendis determinado pelo método de Folin-Ciocalteau, e
atividade antioxidante determinado pelo método de redugdo do complexo
fosfomolibdénio.

Segundo Furtado (2006) o uso de extratos de Dicksonia sellowiana e
formulacdes contendo os respectivos extratos no controle in vivo e in vitro de
verminose ovina no estado do Parana, resultou na inibicdo de 80% do
desenvolvimento de ovos de trichostrongilideos (formacdo de larva) quando
comparado com sulfoxido de albendazol em testes in vitro. Nos testes in vivo,
0S animais apresentaram sinais fisicos (alimentacdo, atividade motora,
ruminacdo e excrecdo) normais durante todo o tempo do tratamento e
verificou-se que a reducdo média do numero de ovos encontrados nas fezes
apos sete dias de tratamento foi de 83,71% para 0s animais que receberam
extrato seco de D. sellowiana.

Segundo Rattmann e colaboradores (2009) estudos realizados em ratos
o extrato de Dicksonia sellowiana possui acdo nos receptores muscarinicos na
atividade vasorrelaxante e hipotensora, porém o mecanismo de acao nao esta
completamente esclarecido. Neste estudo foi demonstrado que o extrato induz
o relaxamento vascular dependente dos mediadores endoteliais, resultando em

hipotensao.
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Segundo Rattmann e colaboradores (2011) o extrato padronizado de
Dicksonia sellowiana diminuiu o dano oxidativo em cultura de células
endoteliais e em tecidos de ratos. O extrato possui uma acao sequestradora
potente contra o peréxido de hidrogénio, anion superoxido e radical hidroxilo.

Segundo ensaios farmacoldgicos realizados por Rattmann e
colaboradores (2012) em artéria coronaria de suinos e em células endoteliais
deste vaso, 0 extrato padronizado de Dicksonia sellowiana causou
vasodilatacdo independente da ativacdo dos receptores muscarinicos, mas
também dependente da estimulacdo endotelial de 6xido nitrico sintase que foi
mediado por duas vias. Este estudo mostrou que a producdo sustentada de
oxido nitrico permaneceu estavel por um longo periodo mesmo apés a
remogdo do extrato de D. sellowiana dos vasos ou da cultura de células
endoteliais, confirmando o mecanismo hipotensor do extrato.

O estudo fitoquimico preliminar desta espécie realizado por Oliveira
(2012), no Laboratério de Fitoguimica do Departamento de Farmacia da
Universidade Federal do Parana, onde foram analisados extratos obtidos das
frondes de Dicksonia sellowiana, coletadas no municipio de Inacio Martins no
estado do Parana, em abril de 2010. O ensaio fitoquimico preliminar
demonstrou a presenca de leucoantocianidinas, flavonoides, taninos
hidrolisaveis, taninos condensados, esteroides, triterpenos e aminogrupos.
Além disso, esta espécie também demonstrou atividade antioxidante
significativa por quatro métodos diferentes, mostrando que possui acdo em
meios hidrofilicos e lipofilicos. Nos testes de toxicidade, ndo demonstrou
atividade toxica nos modelos testados. Foram isolados e identificados dois
taninos hidrolisaveis (acido protocatecuico e acido galico - figura 3) sendo

possiveis marcadores para o extrato deste vegetal.

O OH (0] OH
7.43d (2.0) 7.40 dd (2.0; 8.2) 7.08
6.77d (8.2)
HO HO OH
OH OH
A) Acido Protocatecuico B) Acido Galico

Figura 6 - Estruturas quimicas isoladas e identificadas na espécie Dicksonia
sellowiana
Fonte: (Oliveira, 2012).
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Segundo Oliveira e colaboradores (2015) o extrato obtido de frondes da
espécie vegetal D. sellowiana atua como inibidor da oxidagao lipidica, podendo
também servir como fonte de substancias antioxidantes que poderdo ser
utilizadas em doencas, como as cardiovasculares, neurodegenerativas e no
combate ao envelhecimento que estédo relacionadas aos modelos propostos.
No mesmo estudo foi verificado a toxicidade frente & nauplios de Artemia salina
e verificou que a auséncia de toxicidade nos modelos testados estimula a
realizacdo de novas pesquisas na area quimica e farmacolégica para

determinar as propriedades terapéuticas que esta espécie possui.

3.5 TANINOS

Os polifendis sdo compostos fendlicos que possuem um ou mais anéis
aromaticos com uma ou mais hidroxilas (Rice-Evans, Miller e Paganga, 1997).
Com mais de 8.000 variantes estruturais, sdo categorizados como acidos
fendlicos, flavonoides, taninos, estilbenos, cumarinas, quinonas, e outros com
base no numero de anéis fendlicos e dos elementos estruturais que estao
presentes nestes anéis (Sousa, C. M. D. M. et al., 2007).

Os acidos fendlicos sdo uma importante classe de compostos fendlicos,
ocorrendo largamente no reino vegetal (Beara et al., 2015). Os acidos fendlicos
incluem acidos hidroxibenzoéicos predominantes (por exemplo: acido galico,
acido p-hidroxibenzoico, acido protocatecuico, acido vanilico e acido siringico)
e acidos hidroxicinamicos (por exemplo: acido ferdlico, acido cafeico, acido p-
cuméarico e acido clorogénico) (Stalikas, 2007). Acidos fenodlicos ocorrem nas
formas livres ou conjugados, aparecem geralmente como ésteres ou amidas.
Devido a sua semelhanca estrutural, varios outros polifendis sdo considerados
como anélogos de acidos fendlicos, tais como a capsaicina, acido rosmarinico
e acido elagico (Rice-Evans, Miller e Paganga, 1996).

A palavra tanino é derivada do termo “tanante”, implicando que o
material vegetal produza couro a partir de peles (Monteiro et al., 2005). Os
taninos sdo sollveis em agua, compostos polifendlicos naturais com peso
molecular variando de 500 a 4000, classificados em duas categorias: taninos
hidrolisaveis (galo- taninos e elagi- taninos) e taninos condensados
(proantocianidinas) (Zuiter, 2014). As unidades basicas de taninos

hidrolisaveis sao o acido galico e seus derivados. Os taninos sdo encontrados
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geralmente combinado com alcalbides, polissacarideos e principalmente com
as proteinas através de pontes de hidrogénio entre os grupos fendlicos dos
taninos e determinados sitios das proteinas (Sousa, C. M. D. M. et al., 2007).

Taninos sdo polifendis sollveis em agua, que diferem da maioria dos
outros compostos fendlicos naturais pela sua capacidade de precipitar as
proteinas, tais como gelatina em solucdo (Scalbert, 1991). Por serem fendlicos,
0s taninos sdo muito reativos quimicamente, formam pontes de hidrogénio,
intra e intermoleculares. Um mol de taninos pode ligar-se a doze moles de
proteinas; fundamentando-se nessa propriedade pode-se identificar taninos por
teste de precipitacdo de gelatinas. Os taninos sdo facilmente oxidaveis, tanto
através de enzimas vegetais especificas quanto por influéncia de metais, como
cloreto férrico, 0 que ocasiona o escurecimento de suas solucdes (Schofield,
Mbugua e Pell, 2001, Oliveira Simdes, Universidade Federal Do Rio Grande Do
e Universidade Federal De Santa, 2003; Sousa, C. M. D. M. et al., 2007).

As atividades dos taninos sdo bem amplas, utilizados no curtimento de
couro (Haslam e Cai, 1994), industria de tintas (Flora, Shrivastava e Mittal,
2013), atividade antimicrobiana e antiviral (Scalbert, 1991), antitumoral
(Locatelli, Claudriana, Filippin-Monteiro, Fabiola Branco e Creczynski-Pasa,
Tania Beatriz, 2013), anti-inflamatoria (Leicach e Chludil, 2014), entre outros.
Estas atividades fazem deste grupo uma importante fonte de novos estudos em

busca de novas atividades terapéuticas e industriais.

3.5.1. ACIDO GALICO

O acido gélico é um polifenol muito encontrado em diversos chas,
vinhos, uvas e outras frutas (Denderz e Lehotay, 2014). Nas plantas €
encontrado em diversas espécies, tanto nas folhas quanto em matérias mais
duros como cascas e raizes (Nufiez Sellés et al., 2002). O &cido 3,4,5-
trildroxibenzoico € um cristal branco a amarelado com massa molecular de
170,12 g mol™?, com ponto de fusdo Em 250 °C sendo solivel em agua de
1,1% a 20 -C (Werner, Bacher e Eisenreich, 1997).

O &cido gélico é um precursor dos taninos hidrolisaveis formado em
guantidades substanciais pelas plantas e fungos, sendo o0s taninos
hidrolisaveis ésteres formados a partir do acido gdlico (Badhani, Sharma e

Kakkar, 2015). Devido a sua importancia como um antioxidante nos
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organismos e nos alimentos, diversos estudos vém sendo realizados com a
finalidade de elucidar a rota metabdlica desta substancia.

Varios estudos vém demonstrando duas vias possiveis para a sintese
de &cido gélico, podendo ser formado a partir da fenilalanina ou através de
chiquimato-3 desidroshimate por direta desidrogenac¢éo ou por meio do acido
protocatecuico (Haslam e Cai, 1994). Neste sentido a enzima (SDH)
responsavel pela reducdo de 3-DHS de &cido chiquimico e utilizado
principalmente na formagdo de aminoacidos arométicos L-fenilalanina, L-
triptofano e L-tirosina, também é necesséario na biossintese de &cido galico
(Badhani, Sharma e Kakkar, 2015). A sintese do &acido galico a partir das

substancias pode ser visualizado na figura 7.

[e] OH
3-dehydroshikimic acido
o < OH
OH
o) OH (o) OH
Acido Protocatecuico Acido Galico
- =
HO HO OH
OH OH
O,

OH
NH,
Fenilalanina

Figura 7 — Rota metabdlica do Acido Galico
Fonte: (Ossipov et al., 2003)

Devido ao alto potencial terapéutico desta substancia, diversos sao o0s
estudos sobre as atividades farmacoldgicas do acido gélico. Esta substancia
tem demonstrado possuir um forte efeito antioxidante (Galati e O'brien, 2004;
Gawlik-Dziki et al., 2013), anti-inflamatorio (Flora, Shrivastava e Mittal, 2013),

antimutagénico (Jang et al., 2009) e propriedades anticancer (Ohno, Inoue e
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Ogihara, 2001; Locatelli et al., 2012; Teng et al., 2014). Mesmo sendo uma
substancia com alto poder antioxidante na presenca de ions metalicos, tem
apresentado uma acao pro-oxidante, e esta atividade tem sido relacionada na
diminuicdo da induc&o da apoptose em linhas celulares de cancer (Yen, Duh e
Tsai, 2002; Verma, Singh e Mishra, 2013).

O 4&cido gélico € uma molécula plana, que consiste de um anel
aromatico, trés hidroxilas e um grupo de acido carboxilico, conforme figura 7.
Os trés grupos hidroxilas estao ligados ao anel aroméatico em posicdo orto em
relacdo um ao outro, e este arranjo que é o principal determinante para a forte
capacidade antioxidante dos compostos fendlicos (Sroka e Cisowski, 2003). O
arranjo do anel aromético influencia diretamente na atividade antioxidante dos
acidos fenolicos, consequentemente, varios fatores como o nimero e a posi¢cao
das hidroxilas, a presenca de outros grupos funcionais e a sua posicdo em
relacdo aos grupos hidroxila demonstram que afeta diretamente na atividade
antioxidante (Badhani, Sharma e Kakkar, 2015), Um exemplo € grupo
carboxilico facilmente ionizavel que contribui para a doagdo de hidrogénio
fendlico. Deste modo, o acido galico mostrou uma atividade antioxidante maior
do que o pirogalol, mostrando assim uma influéncia na atividade antioxidante
dos acidos fendlicos (Rice-Evans, Miller e Paganga, 1996).

Diversos efeitos sobre varios tipos de tumores em diferentes niveis
moleculares tem demonstrado o acido galico e seus derivados, tanto in vivo
como in vitro, porém, ndo € o poder antioxidante responsavel por essas
atividades, mas sim a acdo pro-oxidante dos compostos de galato, que é
responsavel pela sua potente acdo anticancerigena na inducdo de apoptose
(Inoue et al., 2000; Forbes-Hernandez et al.,, 2014). As espécies reativas de
oxigénio gerados pelos galatos sdo responsaveis pela morte celular por
apoptose e necrose, induzindo seletivamente a apoptose em células tumorais
deixando as célula saudaveis intactas (Chia et al., 2010).

Analisando as diversas aplicacbes do &cido gdlico, desde seu uso
industrial no curtimento do couro, aditivos de alimentos, producdo de tintas
(Haslam e Cai, 1994; Flora, Shrivastava e Mittal, 2013; Badhani, Sharma e
Kakkar, 2015), até na terapéutica do tratamento do céancer, inflamacoes,
antimicrobiano, antiviral, entre outros, (Inoue et al., 2000; Cordova et al., 2011,

Locatelli, Claudriana, Filippin-Monteiro, Fabiola Branco e Creczynski-Pasa,
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Tania Beatriz, 2013), esta molécula possui um potencial para estudos nas

diversas areas.

3.5.2. ACIDO PROTOCATECUICO

Os acidos fendlicos sdo compostos encontrados no reino vegetal com
semelhancas estruturais, com presenca de grupo carboxilico como o &cido
cafeico, &cido galico, acido p-cumarico, acido vanilico, acido ferulico e acido
protocatecuico que ocorre naturalmente no reino vegetal, conforme pode ser
visualizado na figura 8 (Denderz e Lehotay, 2014). Amplamente distribuido, o
acido protocatecuico € encontrado na cebola (Allium cepa L.), ameixa (Prunus
domestica L.), uva (Vitis vinifera), anis estrelado (lllicium verum), melissa

(Melissa officinalis L.), Ginkgo biloba, entre outras espécies (Kakkar e Bais,

2014).
HO. o HO. 0
= 0, OH =
HO Ho/é\w
OH OH OH

Acido Cafeico Acido Galico Acido p-cumarico

HO o
o OH P o OH
t /:L CH, CH, [ /]
o o o
OH OH OH

Acido Vanilico Acido Ferulico Acido Protocatecuico

Figura 8 - Estruturas de compostos fendlicos

Fonte: O autor

O A&cido protocatecuico quimicamente conhecido como &acido 3,4-
dihidroxibenzoico, esta substancia € derivada da fenilalanina através da via do
acido chiquimico. Apresenta-se como um po6 solido cristalino, com massa

molecular de 154,12 g.mol! e ponto de fusdo em 221°C, sendo
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moderadamente solUvel em agua (1: 50), soluvel em alcool, cloroférmio e éter
(Noubigh, Aydi e Abderrabba, 2015).

Nas atividades farmacoldgicas, destaca-se pela sua atividade
antioxidante (Oliveira, 2012), antibacteriana (Chao e Yin, 2008), antidiabética
(Scazzocchio et al., 2011), antitumoral (Fabiani et al., 2011), antitlcera (Kore et
al.,, 2011), antiviral (Zhou et al., 2007), anti-inflamatoria (Lende et al., 2011),
analgésica (Lende et al., 2011), cardioproteror (Zhou, Zuo e Chow, 2005) e
hepatoproteror (Kakkar e Bais, 2014).

3.6 SUBSTANCIAS ANTIOXIDANTES

O consumo de alimentos é uma importante fonte de antioxidantes
exdgenos e estima-se que uma dieta tipica fornece mais de 25.000
constituintes alimentares e muitos destes podem modificar diversos processos
gue estdo relacionadas com diferentes doencas. Os antioxidantes sé&o
abundantes em legumes e frutas sendo encontrados também em cereais, chas,
legumes, nozes e outros produtos alimenticios. A diminuicdo na ingestdo de
alimentos nutritivos e antioxidantes podem aumentar a chance de estresse
oxidativo que pode levar ao dano celular, portanto, a ingestdo de tais
antioxidantes naturais podem gerar efeito protetor contra doencas induzidas
por radicais livres (Saikat e Raja, 2011).

(Halliwell e Gutteridge, 1995) definem antioxidantes como " qualquer
substancia que, quando presente em baixas concentragbes em comparagao
com um substrato oxidavel, atrasa significativamente ou inibe a oxidacéo
deste”, mas depois as definiu como "qualquer substancia, que impede ou
elimina os danos oxidativos de uma molécula alvo”. Em 2007 (Khlebnikov et al.,
2007) definiram antioxidantes como "qualquer substancia que elimina
diretamente espécies reativas de oxigénio (EROS), indiretamente age
regulando as defesas antioxidantes ou inibindo a producdo de EROS". Outra
propriedade que um composto deveria ter para ser considerado um
antioxidante € a capacidade, apos eliminacdo do radical, formar um novo
radical que € estavel (Halliwell, 1990).

Os radicais livres sdo atomos, moléculas ou ions com elétrons

desemparelhados que sdo altamente instaveis e ativos nas reagfes quimicas
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com outras moléculas. Elas derivam de trés elementos: oxigénio, nitrogénio e
enxofre, criando assim, espécies reativas de oxigénio (EROS), espécies
reativas de nitrogénio (ERNS) e espécies reativas de enxofre (ERSS) (Rice-
Evans, Miller e Paganga, 1997).

Internamente, os radicais livres s&do produzidos normalmente no
metabolismo dentro da mitocéndria, através de xantina oxidase, peroxissomas,
processos inflamatoérios, fagocitose, isquemia e exercicio fisico (Silva e
Jasiulionis, 2014). Fatores externos como tabagismo, poluentes ambientais,
radiacdo, drogas, pesticidas, solventes industriais e o0z6nio ajudam na
producéo de radicais livres (Caputo, Vegliante e Ghibelli, 2012). (Lobo et al.,
2010) descrevem como irdnico que esses elementos, essenciais para a vida
(especialmente oxigénio) possuem efeitos deletérios sobre o corpo humano
através destas espécies reativas. Porém, esses radicais sdo necessarios para
varias vias metabolicas, como exemplo o Oxido nitrico, € um radical livre
necessario para o sistema imune, cardiovascular e no SNC (Rattmann et al.,
2012).

As moléculas antioxidantes desempenham um vital papel em vias
metabolicas e na protecédo das células, mas recentemente alguns estudos tem
verificado o papel dos antioxidantes e pro-oxidantes (Saikat e Raja, 2011). Os
pro-oxidantes sdo definidos como produtos quimicos que induzem o estresse
oxidativo, normalmente através da formacdo de espécies reativas ou por
inibicdo sistemas antioxidantes (Yen, Duh e Tsai, 2002). Os radicais livres sao
considerados pro-oxidantes, porém os antioxidantes também podem ser pro-
oxidantes. A vitamina C é considerada um antioxidante potente e intervém em
muitas reacdes fisiolégicas, mas também pode tornar-se um pré-oxidante,
quando combinada com ferro e cobre reduzindo Fe®" para Fe?* (ou Cu®" para
Cu?"), que por sua vez reduz o peréxido de hidrogénio a radicais hidroxila
(Duarte e Lunec, 2005).

Durante a evolucdo humana, as defesas enddgenas melhoraram
gradualmente mantendo um equilibrio entre os radicais livres e o estresse
oxidativo (Gregoris et al., 2013). A atividade antioxidante pode ser eficaz por
meio de varias maneiras: a partir de inibidores de reacdes de oxidacdo de
radicais livres, interrompendo a propagacdo de auto-oxidacdo, como

supressores de oxigénio, através de sinergismo com outros antioxidantes,
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como agentes que reduzem hidroperdxidos em compostos estaveis, como
guelantes de metais que converter estes oxidantes em produtos estaveis e
finalmente como inibidores de enzimas pré-oxidativas (lipooxigenases) (Rice-
Evans, Miller e Paganga, 1997).

O sistema antioxidante humano é dividido em dois grandes grupos,
antioxidantes enzimaticos e nao enziméticos (Fig. 3). Os antioxidantes
enddgenos possuem uma eficiéncia notavel, porém apenas este sistema néo €
suficiente, e os seres humanos dependem de varios tipos de antioxidantes que
estdo presentes na dieta para se manter livre dos radicais (Carocho e Ferreira,
2013).

ANTIOXIDANTES
Enzimaticos } N3o Enzimaticos
| Enzimas Primarias | Enzimas Secundarias | Coenzima Q10 ) dRE“”D‘b[A) o
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Figura 9 - Antioxidantes naturais separados em enzimaticos e ndo enzimaticos.
Fonte: Adaptado de (Carocho e Ferreira, 2013).

Os flavonoides sdo um grupo de compostos antioxidantes constituidos
por flavondis, antocianinas, isoflavonas, flavanonas e flavonas. Flavanonas e
flavonas sdo normalmente encontrados em frutos e 0s mesmos sao ligados por

enzimas especificas, enquanto flavonas e flavondis ndo compartilham esse
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fendbmeno e raramente sédo encontrados juntos. As antocianinas também estéo
ausentes em plantas ricas em flavanona. As propriedades antioxidantes
conferidas aos flavonoides € devido aos grupos hidroxilas ligados a estruturas
de anel, podendo atuar como agentes redutores, doadores de hidrogénio,
sequestradores de radicais superdxido e até mesmo como quelantes de
metais. Alguns dos mais importantes séo os flavonoides catequina, quercetina
e campferol (Rice-Evans, Miller e Paganga, 1996; Halliwell, 2009; Carocho e
Ferreira, 2013)

Os acidos fendlicos sdo compostos hidroxicinamico ou hidroxibenzaico.
Eles sdo onipresentes de material vegetal e, por vezes, presente como ésteres
e glicosideos. Eles possuem atividade antioxidante como quelantes e
sequestrantes de radicais livres. Um dos compostos mais estudados e com
atividades promissoras no grupo hidroxibenzoico é o acido galico, que também
€ 0 precursor de muitos dos taninos, enquanto que o acido cinamico é o
precursor de todos os acidos hidroxicinamicos (Krimmel et al., 2010).

Existem diversas formas de se avaliar a atividade antioxidante, cada um
tendo o seu alvo especifico dentro da matriz e todas elas com vantagens e
desvantagens. Nao ha um método que pode fornecer resultados inequivocos e
a melhor solucdo é usar varios metodos em vez de apenas um modelo de
atividade. Alguns ensaios utilizam antioxidantes sintéticos ou radicais livres,
alguns sdo especificos para a peroxidacédo lipidica e tendem a precisar de
células animais ou vegetais, alguns tém um ambito mais alargado, alguns
exigem uma preparacdo minima e conhecimento, alguns utilizam reagentes
com respostas rapidas.

O teste de DPPH (2,2-difenil-1-picrilhidrazil) € um dos métodos mais
utilizados na atividade antioxidante, este método baseia-se na premissa de que
um hidrogénio doador € um antioxidante. Este ensaio colorimétrico utiliza o
radical DPPH, que muda de puarpura para amarelo, na presenca de
antioxidantes, e é amplamente utilizado como um estudo preliminar (Campos et
al., 2014).

A contribuicdo dos efeitos dos antioxidantes para a saude humana ainda
€ incerta. Antioxidantes em altas doses ndo fazem bem e podem causar danos,
baixas concentracfes sao indicadas levando em consideracéo a dieta e estilo

de vida. Neste sentido além de estudar os antioxidantes seria necessario
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avaliar as a¢6es dos pro-oxidantes na terapéutica, como agente de protecao e
no antienvelhecimento (Gutteridge e Halliwell, 2010).
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4 METODOLOGIA
Esta pesquisa compreende 5 diferentes linhas de analise da espécie

vegetal D. sellowiana, dividindo-se em:

e Estudos morfoanatdmicos e histoquimicos;
e Controle fisico-quimico do material vegetal,
e Obtencéo dos extratos brutos e fracoes;
e Analise dos diversos métodos extrativos;

e Extracao das partes da fronde (raque, pinula e foliolo).

O fluxograma abaixo auxilia na compreensdo das técnicas e métodos

empregados em cada parte da pesquisa cientifica.

Espécie vegetal
Dicksonia sellowiana

Controle fisico-
quimico do material
vegetal

Estudos morfoanatémicos
e histoquimicos

Obtencdo dos extratos
brutos e fragdes.

Analise dos diversos
métodos extrativos

Teor de umidade,
teor decinzas e
cinzas insoluveisem
acido.

Ensaio fitoquimico
classico e por CCD

— maceragao, decocgao,

Isolamento por
— coluna

Ultrassom, turbdlise,

infusdo e soxhlet.

Extracdo das partes da fronde
(raque, pinula e foliolo).

Solvente etanol e
hidroalcodlico.

cromatografica
I

Identificacdo por
RMN

Teor de sdlidos e
analise por CLAE/DAD

L Atividade Alelopatica.

—1 antioxidante:DPPH e

Teor de polifendis,
flavonoides,
esteroides e

proantocianidinas.

Atividade

fosfomolibdénio.

Analise estatistica por
PCA e Boxplot.

—  Analise de 'H RMN-PCA

Extracdo por turbdlise com
solvente hidroalcodlico

Teor de sélidos e analise por
UPLC/MS

Teor de polifendise
flavonoides.

Atividade antioxidante por
DPPH

Figura 10 - Fluxograma das fases da pesquisa com a espécie Dicksonia
sellowiana
Fonte: O autor (2016)
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4.1 MATERIAL BOTANICO

O material botédnico é composto por frondes da espécie vegetal
Dicksonia sellowiana Hook., Dicksoniaceae, que foram coletadas no municipio
de Inacio Martins, Parand, na chacara da empresa Chamel, com localizagéo via
GPS S$25° 29’ 35,77 WO 51° 12’ 00.0”. No local, h4 uma plantacdo da espécie e a
coleta fora realizada no més de Junho de 2012. As frondes coletadas foram
secas em estufa de circulagdo de ar fechada, em temperatura constante de
50°C, por um periodo aproximado de 36 horas. Depois, foram trituradas em
moinho de facas com martelo e armazenadas. As frondes foram comparadas
para autenticacdo da espécie pelo Curador Osmar dos Santos Ribas com a
exsicata registrada no Museu Botanico de Curitiba sob o numero 358323.

sy, | HERBARIO N*
.T' PREFEITURA MUNICIPAL DE CURITIBA 58

&'b ’ MUSEU BOTANICO MUNICIPAL 3 323 ‘]
e

Dicksoniaceae Xaxim

Dicksonia sellowiana Hook

Det. S. Maluche 2010

Inacio Martins - Parana

Vinicius B. Oliveira & Marileda Zuchetto 01, 24.V1.2010

Altitude: 1189m. Localizagdo: S 25° 29' 35,7° WO 51° 12' 00.0°

Figura 11 - Registro da exsicata depositada ho museu botanico
Fonte: O autor (2012)

Figura 12 - Exsicata da espécie Dicksonia sellowiana
Fonte: O autor (2012)
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Por tratar-se de uma espécie ameacgada de extingao, este estudo possuli
autorizacdo do IBAMA para acesso ao patrimbnio genético por meio da
Autorizagdo n.°023/2010, para fins de pesquisa cientifica, atendendo os
requisitos descritos na resolucdo n° 35, de 27 de abril de 2011 que dispde
sobre a regularizacdo de atividade de acesso ao patriménio genético (Brasil,
2011b).

4.2 ESTUDOS MORFOANATOMICOS

Para a andlise morfoanatdmica foram retiradas as folhas adultas e
fixadas em FAA 70, sendo este composto de formol, acido acético glacial e
alcool etilico a 70%. O tempo minimo para fixar as amostras foi de 18 horas. A
fixagcdo foi realizada para bloguear imediatamente o metabolismo das células,
preservando-as (Johansen, 1940). Para a preservacao das folhas adultas
utilizou-se alcool etilico a 70% (Berlyn e Miksche, 1977). Para a realizacédo dos
testes microquimicos foram empregados folhas adultas e fragmentos de caule
frescos ou fixados no FAA.

Foram realizados cortes, a méo livre, paradérmicos e transversais, com
o auxilio de isopor como suporte. Para a coloracdo desses cortes foram
utilizados o azul de astra e a safranina, para corar estruturas acidoéfilas e
basdfilas, respectivamente (Roeser, 1972). A montagem da lamina, com intuito
de preservar o material e unir a lamina com a laminula, foi feita com glicerina a
50%. E por fim, foi realizada a fixacdo utilizando esmalte. Esse procedimento
serve para retardar as modificacbes do material impedindo que 0 mesmo entre
em contato com o ambiente (Becak e Paulete, 1976). Os cortes foram
analisados e fotografados em aumentos de 4x, 10x, 20x e 40x no microscépio
fotbnico (BX40, Olympus®).

Para os testes microquimicos foram utilizados cinco individuos e
retirados caules e folhas adultos que estavam fixados em FAA, exceto para 0s
testes de terpenoides com grupo carbonila que foram usados materiais frescos.
Foram realizados cortes transversais a mao livre, na porcdo mediana,
selecionados os melhores cortes, aplicados os reagentes de acordo com cada
teste, lavados em agua destilada e montados na Ilamina com glicerina a 50%.
Em seguida, os resultados foram observados e fotografados em microscépio

fotbnico nos aumentos de 4x, 10x, 20x e 40x (BX40, Olympus®).
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Nos ensaios microquimicos utilizaram-se varias metodologias
conhecidas. Para a deteccdo de flavonoides utilizou-se cloreto de aluminio;
compostos fendlicos gerais, cloreto férrico; para amido, lugol; para lignina,
floroglucinol-HCI; para lipidios totais, utilizou-se Sudan IlII; para polissacarideos
neutros, PAS - Acido Periodico/Reagente de Schiff; para terpenoides com
grupo carbonila, 2,4- dinitrofenil-hidrazina e para proteinas totais, Azul Brilhante
de Comassie (Erbano, 2014). SecOes controle foram realizadas
simultaneamente aos testes histoquimicos, conforme procedimento padréo.
Para a verificacdo do aspecto natural dos 6rgdos e das secrecbes, foram
montadas e observadas algumas sec¢des sem tratamento. A analise
ultraestrutural de superficie em microscépio eletrénico de varredura (MEV).

As amostras (partes aéreas vegetativas da planta) acondicionadas em
FAA 70 sofreram uma desidratacdo etandlica crescente (80%, 90% e 100%),
sendo transferidas a cada 15 minutos. Essas amostras foram inseridas em uma
camara preenchida com alcool absoluto e colocadas no aparelho de ponto
critico (CPD-030, Balt-Tec®). Nessa fase, ocorreu a substituicdo até a remocao
completa de alcool etilico por CO, para que o material ficasse completamente
seco. O material, apos ponto critico, foi aderido com uma fita de cobre a um
suporte do MEV e metalizado com ouro no aparelho SCD-030, Balzers®. Essa
etapa tem como finalidade o aumento da condutividade da superficie da
amostra devido a presenca da fina camada de metal que através de
bombeamento de ions pesados de argbnio, os atomos de ouro se depositam
sobre todas as reentrancias e proeminéncias da superficie da amostra. A Ultima
etapa foi a observacéo e a analise no microscopio eletrénico de varredura (JSM
6360LV, JEOL®) que produz imagens tridimensionais (Erbano, 2014).

4.3 ENSAIOS DE PUREZA
4.3.1 TEOR DE UMIDADE E SOLIDOS (METODO GRAVIMETRICO)

Para a verificacdo do teor de umidade da espécie Dicksonia sellowiana, foi
utilizado frondes de xaxim trituradas em moinho de facas e martelo. Foi colocado
aproximadamente 1 g do material vegetal em cada cadinho de porcelana previamente
dessecado e tarado. Os cadinhos com a amostra foram colocados em estufa a
aproximadamente 90°C, por um periodo de 2 a 3 horas, até a obtencdo de um peso

constante. Os cadinhos foram retirados da estufa e colocados para resfriamento em
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um dessecador. ApGs este processo a amostra da espécie Dicksonia sellowiana foi
pesada e foi realizado o seguinte calculo para a obtencdo do teor da unidade da

amostra:

% umidade= (%) X 100

Pa= Peso do cadinho + peso da amostra

Ps= Peso do cadinho + peso da amostra seca

Para obtencdo do teor de solidos nos extratos vegetais de Dicksonia
sellowiana foi colocado em uma placa de petri (tarada) 10 mL dos extratos
vegetais e estas placas foram levadas a estufa até secura. O resultado foi
apresentado em peso de extrato seco em relacdo a amostra do vegetal, e foi
realizado em triplicata.

4.3.2 TEOR DE CINZAS

Para a determinacdo do teor de cinzas foi utilizado os residuos de sdlidos
inorganicos presentes na amostra seca do ensaio anterior, e estes foram incinerados a
600°C até o peso constante, aproximadamente por 6 horas. Os cadinhos foram
retirados da mufla e colocados no dessecador até esfriar. Na sequéncia, a amostra foi
pesada rapidamente para determinacdo da porcentagem do teor das cinzas presentes

na amostra. Realizou-se o seguinte calculo:
% de cinzas = Pa — Pi/ Pa x 100
Pa= Peso do cadinho + peso da amostra

Pi = Peso do cadinho + peso da amostra incinerada

4.4 ENSAIOS PARA ANALISE FITOQUIMICA
4.4.1 ENSAIOS CLASSICOS

A realizacdo dos ensaios fitoquimicos preliminares sao de fundamental
importancia quando ha poucos estudos sobre a espécie. Para a realizacao
dessa triagem fitoquimica foi utilizada a metodologia desenvolvida por (Moreira,

E. A, 1979), com adaptacdes, que constam nas etapas abaixo descritas.
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Para obtencdo do extrato hidroalcodlico a 20%, foi utilizado 40 g de
material vegetal seco e estabilizado em 200 mL de alcool etilico, a 70% v/v.
Este material foi deixado em maceracdo em banho-maria, a 70°C, por
aproximadamente uma hora. Apés este periodo o material foi filtrado em papel
filtro e completado o volume com &gua destilada para 200 mL. Apds este
processo o extrato foi concentrado até um terco do seu volume e particionado
com solventes de polaridade crescente: hexano, cloroférmio e acetato de etila,
em funil de separacdo. Para cada fragado foram utilizados 20 mL do extrato e o
volume completado para 200 mL, com o préprio solvente. O residuo do extrato
constituiu a fracdo hidroalcodlica remanescente, tendo seu volume completado
para 200 mL com etanol.

Essas 4 fracbes obtidas foram usadas para a pesquisa dos seguintes
grupos fitoquimicos: glicosideos flavonicos, alcaloides, esterdides e/ou
triterpenos,  aminogrupos,  glicosideos cumarinicos e  glicosideos
antraquinonicos.

Para a realizacao do teste dos metabdlitos solUveis em agua foi utilizado
0 extrato aquoso que foi preparado com 40 g do vegetal e 200 mL de agua em
banho-maria por uma hora, a 70°C. Apdés este processo o material foi filtrado e
foi completado o volume com agua até 200 mL. Objetivo deste extrato € o de
pesquisar 0s seguintes grupos fitoquimicos: glicosideos antocianicos,
saponinas, glicosideos cianogenéticos taninos condensados e hidrolisaveis,

aminogrupos e flavonoides.

4.4.2 SCREENING FITOQUIMICO POR CROMATOGRAFIA DE CAMADA
DELGADA

Para realizacdo deste método de identificacdo dos grupos de
metabdlitos secundarios por cromatografia de camada delgada (CCD), foram
utilizados os extratos e fragBes preparados conforme item 4.5. A fase movel foi
colocada na cuba cromatografica para saturacdo do meio. O tempo é
fundamental, promovendo a saturacdo da atmosfera interior com a fase moével
na forma de vapor auxiliando na migracdo das substancias através da camada

delgada. As paredes internas da cuba foram revestidas com papel filtro e no
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fundo colocada certa quantidade da fase movel a ser utilizada, o que permite

uma completa saturacdo do meio cromatografico.

Para a realizacdo do ensaio de CCD foi utilizado cromatoplacas de silica

gel 60 UVgys4, cortadas no comprimento de 3 cm de largura por 5 cm de

comprimento.

pontos de aplicacdo fiquem concentrados em uma pequena area.

As amostras foram aplicadas com capilar de modo que os

ApoOs a eluicdo da fase moével pela cromatoplaca, o solvente foi seco e

utilizado reveladores especificos para os grupos de metabdlitos secundarios

presentes no quadro 4.

Quadro 4 - Constituicao da fase movel, do revelador e interpretacédo do

resultado
Fase Movel Reveladores Resultado Referéncia
Especificos s para
comparaca
o dos
resultados
Alcaloides Cloroférmio — 95 ml Dragendorff Coloragéo alaranjado (Souza et
Metanol — 5 ml Carbonato de bismuto — forte na presenga de al., 2014;
Universo de amonio 59 alcaloides. Oliveira et
em tubo de ensaio Iodetq de potassio — 25 g al., 2014)
Acido cloridrico
concentrado — 12 ml
Agua destilada gsp. 100
ml
Cumarinas Diclorometano — 10 | Hidréxido de potassio 1% Coloragéo azul ou (Amaral et
ml Hidréxido de potassio — 1 | verde quando expostas al., 2009)
Acetona — 10 ml g aluz UV.
Etanol — 100 ml
Esteroides e Tolueno — 93 ml Vanilina sulfurica Desenvolvimento de (Carvalho,
Triterpenos Acetato de etila — 7 Vanilina 1% - 10 ml coloragéo azul ou 2001;
ml Acido sulfarico 5-10% - violacea apds Fernandes
10 ml carbonizagdo em chapa | et al., 2015)
guente.
Flavonoides Acetato de etila — NEU Desenvolvimento de (Carvalho,
100 ml Difenol boril oxi etil coloragdo amarela em 2001;
Acido formico — 11 amino-1g luz UV. Fernandes
o ml N Metanol — 100 ml et al., 2015)
Acido acético
glacial — 11 ml
Agua destilada — 26
ml
Taninos Acetato de etila — Cloreto Feérrico 2% Coloragao verde para (Souza et
100 ml Cloreto férrico -2 g taninos condensados. al., 2014;
Acido férmico — 11 Metanol ou 4gua — 100 Coloragéo azul para Oliveira et
ml ml taninos hidrolisaveis. al., 2014)

Acido acético
glacial — 11 ml
Agua destilada — 26
ml

Coloragdo marrom para
presenca de compostos
fendlicos.
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As placas foram visualizadas sob luz ultravioleta (365 nm) antes da
revelagdo com os reagentes, verificando a fluorescéncia dos pontos na CCD.
Nas técnicas de flavonoides e cumarinas apds revelacdo, a placa foi
visualizada novamente no ultravioleta analisando a mudanca da coloracao
apos utilizacado do revelador. Para identificacdo dos esteroides e triterpenos,
apos colocar o reagente, a placa foi levada a estufa quente e carbonizada para
visualizacdo da coloracdo azul a violacea. Na identificacdo de taninos e
alcaloides apos secura do reagente revelador, a mudanca de coloracgéo indicou
a presenca dos metabodlitos.

45 OBTENGAO DOS EXTRATOS BRUTOS E FRACOES

Apos a espécie vegetal Dicksonia sellowiana ter sido triturada em
moinho de facas e martelo, o pé de xaxim foi tamizado em tamizes de ordem
crescente (7, 16, 25, 35) de granulometria. A granulometria influencia
diretamente na eficiéncia da extracdo, levando em consideracdo que a
estrutura tecidual das diversas partes da planta € heterogénea, partes como as
raizes e os caules possuem tecidos mais densos, enquanto que em folhas e
flores os tecidos apresentam uma densidade menor. Neste sentido, € desejavel
gue a granulometria seja homogénea para que a penetracdo de solventes no
material seja facilitada e consistente (Migliato et al., 2011).

Muitos estudos vém demonstrando a influéncia da extracdo no teor de
metabolitos secundéarios (Vongsak et al., 2013; Bampouli et al.,, 2014;
Karabegovi¢ et al., 2014). Neste sentido, foram elaborados extratos vegetais
com po de xaxim com granulometria abaixo de 500y, utilizando como
solventes, alcool de cereais 92,8°GL e uma mistura hidroalcéolica de élcool de
cereais e agua destilada na proporcao de 7:3 (v/v) respectivamente aferida com
alcobmetro. Foram realizados seis métodos de extracdes, sendo trés métodos
a frio (ultrassom, turbolise e maceracao) e trés métodos a quente (decoccéo,
infusdo e soxhlet), utilizando os dois solventes para as referidas extracdes. Os

métodos extrativos estao descritos nos itens a seguir.
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45.1 EXTRAQ@ES A FRIO
4.5.1.1Extragao por Ultrassom

Para estas extracdes foi utilizado aparelho de ultrassom utilizando 10g
de p6 de xaxim e 150mL de solvente extrator por um periodo de 90 minutos em
temperatura ambiente, e apds este periodo, os extratos foram filtrados e
concentrados em rota-evaporador. Foram elaborados dois extratos vegetais por
este método, o extrato bruto por ultrassom etandlico (EBUSE) e o extrato bruto
por ultrassom hidroalcéolico (EBUSHA). Ambos os extratos foram verificados o
teor de solidos, o teor de polifendis, a atividade antioxidante pelo método de
DPPH e os respectivos dados estatisticos.

Figura 13 - Extracéo por Ultrassom
Fonte: O autor (2013).

4.5.1.2 Extracao por turbdlise

Para estas extracdes foi utilizado aparelho de turbdlise da marca Ultra-
Turrax® modelo T-50 Basic, as extracdes foram realizadas utilizando 10g de p6
de xaxim e 150mL de solvente extrator por um periodo de 10 minutos a
4000rpm em temperatura ambiente, e apds este periodo, os extratos foram
filtrados e concentrados em rota-evaporador. Foram elaborados dois extratos
vegetais por este método, o extrato bruto por turbdlise etandlico (EBTE) e o
extrato bruto por turbdlise hidroalcéolico (EBTHA), ambos os extratos foram
verificados o teor de sodlidos, o teor de polifendis, a atividade antioxidante pelo

método de DPPH e os respectivos dados estatisticos.
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Figura 14 - Extrag&o por Turbolise
Fonte: O autor (2013).

4.5.1.3 Extragao utilizando maceracgao

Para estas extracOes foi utilizado dois frascos ambares fechados
hermeticamente por um periodo de 7 dias sem iluminacdo com agitacéo diaria
conforme descrito no formulario de fitoterapicos da farmacopeia Brasileira
(Brasil, 2011a), as extracdes foram realizadas utilizando 10g de p6 de xaxim e
150mL de solvente extrator, e apos este periodo, os extratos foram filtrados e
concentrados em rota-evaporador. Foram elaborados dois extratos vegetais
por este método, o extrato bruto por maceracao etandlico (EBME) e o extrato
bruto por maceracdo hidroalcoolico (EBMHA), ambos os extratos foram
verificados o teor de solidos, o teor de polifendis, a atividade antioxidante pelo

método de DPPH e os respectivos dados estatisticos.

4.5.2 EXTRACOES A QUENTE
4.5.2.1 Extracdo por decoccao

Para estas extracbes foi utilizado dois frascos ambares fechados
hermeticamente e colocados em banho-maria a 90°C por um periodo de 15
minutos, e apods este periodo, os extratos foram filtrados e concentrados em
rota-evaporador.. As extracfes foram realizadas utilizando 10g de p6 de xaxim
e 150mL de solvente extrator. Foram elaborados dois extratos vegetais por
este método, o extrato bruto por decoccao etandlico (EBDE) e o extrato bruto

por decocc¢éo hidroalcéolico (EBDHA). Em ambos os extratos foram verificados
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o teor de sdlidos, o teor de polifendis, a atividade antioxidante pelo método de
DPPH e os respectivos dados estatisticos.

4.5.2.2 Extragao por infuséo

Para estas extracdes, os solventes foram levados até a temperatura de
ebulicdo. Apds este processo, foram vertidos em frascos ambares onde
continha o xaxim em po e fechados por um periodo de 30 minutos, e apds este
periodo, os extratos foram filtrados e concentrados em rota-evaporador. As
extracdes foram realizadas utilizando 10g de p6 de xaxim e 150mL de solvente
extrator. Foram elaborados dois extratos vegetais por este método, o extrato
bruto por infusédo etandlico (EBIE) e o extrato bruto por infusdo hidroalcéolico
(EBIHA). Nos dois extratos foram verificados o teor de sélidos, o teor de
polifendis, a atividade antioxidante pelo método de DPPH e os respectivos
dados estatisticos.

4.5.2.3 Extracdo por Soxhlet

Para estas extracdes foi utilizado aparato de Soxhlet. As extracOes
foram realizadas utilizando 10g de p6 de xaxim e 150mL de solvente extrator
até total extracdo, observada pela limpidez do solvente, e apds o periodo de
extracdo, os extratos foram filtrados e concentrados em rota-evaporador.
Foram elaborados dois extratos vegetais por este método, o extrato bruto por
soxhlet etandlico (EBSE) e o extrato bruto por soxhlet hidroalcéolico (EBSHA).
Em ambos foram verificados o teor de solidos, o teor de polifendis, a atividade
antioxidante pelo método de DPPH e os respectivos dados estatisticos.

Para a extracdo com a finalidade de isolamento foi utilizado aparato de
Soxhlet modificado. As extracdes foram realizadas utilizando 2.000g de xaxim
triturado em moinho de facas e martelo e 7 litros de acetona até total extracao,
observada pela limpidez do solvente extrator (Carvalho et al., 2009). Apos este
processo, a acetona foi retirada e foi adicionado 7 litros de etanol 93,8°GL no
mesmo material da extracdo anterior. Procedeu-se com a extracdo até que o
solvente extrator estivesse limpido. Este extrato foi particionado conforme item
4.5.3 e utilizado para isolamento de substancias quimicas pertencentes a

espécie vegetal.
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4.5.3 Fracionamento por Polaridade Crescente

Os fracionamentos foram realizados por particdo liquido/liquido
utilizando-se solventes de diferentes polaridades, na seguinte ordem: hexano,
cloroférmio e acetato de etila. Para os particionamentos, fora utilizado aparato
de soxhlet ou funil de separacao, dependendo da finalidade do ensaio.

4.6 ISOLAMENTO E IDENTIFICAC}AO DE MOLECULAS BIOATIVAS

Para isolamento das substancias foram preparadas pastilhas com silica
gel 60 na proporcdo de 5 partes em relacdo a quantidade de amostra
solubilizadas em cloroférmio, e posteriormente levada a secura em banho-
maria a 50°C. A primeira pastilha preparada foi a fracdo hexano, seguida da
fracao cloroférmio e fracao acetato de etila respectivamente.

As fracOes obtidas do extrato foram passadas em coluna cromatografica
com fase estacionaria silica gel 60 Merck 0,063 — 0,200mm. A elui¢&o iniciou
com solvente hexano e o gradiente crescente de polaridade de 10% com
solvente acetato de etila. Com 100% de acetato de etila, iniciou-se a eluicdo de
acetato de etila / metanol com gradiente de 10 em 10% até 100% de MeOH.
As amostras foram coletadas em frascos de 10mL e levadas a secura em
temperatura ambiente para cristalizacdo dos compostos.

Apés a secura, foi avaliada a presenca de substancias isoladas e/ou
misturas. Essas substancias foram identificadas por espectroscopia de
ressonancia magnética nuclear (RMN) 3C e 1H, ultravioleta, CLAE/DAD e
ponto de fuséo.

Para RMN de 13C e 'H utilizou-se espectrofotdmetro Brucker® modelo
DPX 200 MHz, operando a 4,7 Tesla, observando os nicleos de *H e °C a
200,12 e 50,56 MHz, respectivamente, realizado no Laboratério de RMN do

Departamento de Quimica da Universidade Federal do Parana.
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4.7 ANALISES CROMATOGRAFICAS
4.7.1 ANALISE POR CLAE/DAD

Os extratos brutos de Dicksonia sellowiana foram diluidos em MeOH a
uma concentracdo de 20,00 mg.mL™ e submetidos & anélise por CLAE Merck
Hitachi — Elite Lachrom, com detector diodo (DAD) em 295 nm, coluna XTerra®
RP18 5 um, 4,6x250 mm, volume de injecdo de 20 pL, fluxo 1,00 mL min™.
Como fase movel foi utilizado gradiente de concentracdo o sistema H,0:H3;PO4
a 0,1% (A) e MeOH (B) na seguinte programagao: 1-45 min, iniciando com 10%
de fase B e finalizando em 45 min com 100% de fase B. O MeOH utilizado foi
grau HPLC (TEDIA) e a agua MilliQ.

4.7.2 ANALISE POR UPLC/MS

As fracOes acetato de etila foram analisadas por cromatografia liquida de
ultra performance (UPLC) realizada em sistema Acquity-UPLC™ (Waters, MA,
EUA), composto por uma bomba binaria, gestor de amostra e forno de coluna.
As amostras foram mantidas a temperatura ambiente (22°C) e forno de coluna
a 60°C. As deteccbes foram fornecidas por um detector de arranjo de
fotodiodos (PDA) a 210-400 nm, e por espectrometria de massa por ionizagcao
de eletropulverizacao (ESI-MS) e digitalizacdo m/z 100-2000, registrada em um
triplo quadrupolo, Quattro LC (Waters), sob pressdo atmosférica ionizacéo
(API) com nitrogénio como nebulizador e gas de solvatacdo. As energias foram
fixados em 2,65 kV (capilar) e 75V (cone) na ionizacdo negativa; 2,80 kV
(capilar) e 100V (cone) na ionizacao positivo.

Na segunda etapa, os perfis em tandem-MS foram obtidos por
espectrometria de dissociacdo induzida por colisdo em massa (CID-MS),
utilizando argon como gas de colisdo e energias que variam entre 30 e 80 eV
para ambos, negativo e ions positivos. As separacdes foram desenvolvidas em
colunas Waters UPLC BEH C18 com 50 milimetros x 2,1 milimetros id e 1,7um
de tamanho de particula, utilizando H,O (solvente A) e acetonitrila (solvente B)
ambos com TFA a 8 mM™' (viv). Um sistema de gradiente linear foi
desenvolvido com fluxo de de 300uL.min™, através do aumento do solvente B
de 0 a 40% em 12 min. As amostras (3 mg.ml™!) foram preparadas em MeOH-

H20 (1:1, v/ v) e o volume de inje¢éo foi de 1 pL.
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4.8 DOSEAMENTOS DOS EXTRATO BRUTOS
4.8.1 DOSEAMENTO DE POLIFENOIS

Para determinacéo do teor de fendlicos totais, os extratos brutos foram
diluidos em metanol (1000 mg mL™ e adicionados ao tubo de ensaio e este
completado para 3,4 mL com agua destilada, apds total solubilizacdo foi
adicionado 0,2 mL de reativo de Folin-Ciocalteau novamente homogeneizado e
adicionado 0,4 mL de carbonato de sédio a 10%, agitado e depois 30 minutos
de repouso em temperatura ambiente (Slinkard e Singleton, 1977). ApGs este
periodo, foram realizadas as leituras em espectrofotdbmetro a 760 nm utilizando
curva de calibracao de &cido gélico nas concentracdes de 2,5, 5, 7,5, 10, 12,5,
15, 17,5 e 20 ug mL™ como padréo, as leituras foram realizadas em ftriplicata.
Os teores de fendlicos totais foram determinados em miligramas equivalente de
acido galico (EG) por grama de extrato bruto, utilizando a seguinte equacao
com base na curva de calibracdo: y=0,0392x—0,0583, R?>=0,9964.

4.8.2 DOSEAMENTO DE FLAVONOIDES TOTAIS

Os extratos brutos diluidos em metanol (1000 pug ml™) foram adicionados
a 2 ml de AICl3 2%, o volume da amostra foi completado para 2 mL. Apds 60
minutos foram realizadas as leituras em espectrofotdmetro a 420 nm utilizando
curva de calibracdo de quercetina nas concentracdes de 5, 10, 15, 20, 25 e 30
pug mL™* como padréo, as leituras foram realizadas em triplicata (Chang et al.,
2002). Os teores de flavonoides totais foram determinados em miligramas
equivalente de quercetina (EQ) por grama de extrato bruto, utilizando a
seguinte equacdo com base na curva de calibracdo: y=0,0314x-0,0164,
R?=0,9996.

4.8.3 DOSEAMENTO DE PROTOANTOCIANIDINAS TOTAIS

Para determinacdo do teor de protoantocianidinas totais, diluiu-se os
extratos brutos em metanol (1000 pg mL™) foram adicionados a 3 mL de uma
solucdo reagente. Para a solucédo reagente foi preparado solucdo de vanilina
1% em metanol e solucdo de HCL 8% em metanol. Apds o preparo, foram
misturadas na proporcdo de 1:1. A leitura foi realizada apds 20 minutos
incubados em banho-maria a 30 °C em espectrofotdmetro a 500 nm utilizando

curva de calibracao de catequina nas concentragdes de 25, 50, 75, 100, 125 e
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150 ug mL™ como padréo, e as leituras foram realizadas em triplicata (Burns,
1971). Os teores de protoantocianidinas totais foram determinados em
miligramas equivalentes de catequina (EC) por grama de extrato bruto,
utilizando a seguinte equacdo com base na curva de calibracao:
y=0,0009x+0,0048, R?>=0,9952.

4.8.4 DOSEAMENTO DE ESTEROIDES TOTAIS

Determinada concentragcdo dos extratos brutos foram diluidos em
cloroférmio (1000 ug mL™), completado para 2 mL com cloroférmio, adicionado
2 mL do reativo de Libermann-Burchard e 5 mL de CHCI3. As amostras foram
guardadas protegidas da luz, a temperatura ambiente, por 15 minutos. A
presenca de esterodis produz coloracdo verde caracteristica, cuja absorbancia
foi determinada em espectrofotbmetro, a 640 nm utilizando como curva de
calibracdo de esteroides o padrao estigmasterol nas concentracdes de 25, 50,
75, 100, 125 pug mL™*. As leituras foram realizadas em triplicata (Kim e
Goldberg, 1969). Os teores de esteroides totais foram determinados em
miligramas equivalentes de estigmasterol (EE) por grama de extrato bruto,
utilizando a seguinte equagcdo com base na curva de calibracdo: y=0,0016x-
0,0004, R*=0,9963.

4.9 ENSAIOS IN VITRO
4.9.1 AVALIACAO DA ATIVIDADE ANTIOXIDANTE PELA REDUCAO DO
RADICAL DPPH

O DPPH (2,2-difenil-1-picrilhidrazila) € um radical livre e estavel com o
gual compostos vegetais que apresentam potencial atividade antioxidante
interagem, permutando os elétrons ou atomos de hidrogénio para o radical livre
reduzindo-o (Carocho e Ferreira, 2013). E um método facil, rapido e muito
utilizado para avaliar a capacidade antioxidante de amostras vegetais.

O potencial de reducdo do radical DPPH das amostras foi analisado
espectrofotometricamente a 518nm (Mensor et al., 2001). Foram preparadas
cinco solucbes metandlicas diferentes de cada amostra e interpoladas em
grafico para determinacdo da equacdo da reta. Em tubo de ensaio, foram

adicionados 2,5mL da amostra a ser testada e depois adicionado 1mL de uma
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solucdo metanolica de DPPH na concentragdo de 0,03 mmol/mL. Para cada
amostra foi preparado um branco com 2,5mL da solugédo e 1mL de metanol
para cada concentracdo. Paralelamente foi feito um controle com 2,5mL de
metanol e 1mL de DPPH. Apds trinta minutos de reacdo foram realizadas as
leituras em espectrofotdbmetro, correspondente a absorcdo maxima do radical
em estudo. Como padrdes foram utilizados rutina e vitamina C.

A porcentagem de atividade antioxidante (AA%) foi calculada através da

formula abaixo:

AA% = 100 — (Abs amostra — Abs branco)

Abs controle negativo

Os valores de concentracdo necessaria para exercer 50% da atividade
antioxidante (IC50) foram calculados no grafico onde a abscissa representa a
concentragdo da amostra e a ordenada é a média da AA% das amostras
testadas, cada amostra possui 5 pontos. A equacao da reta do gréfico, do tipoy

= ax+ b, serve de base para determinacéo do valor de IC50.

4.9.2 ENSAIO DA REDUCAO DO COMPLEXO FOSFOMOLIBDENIO.

O método de complexacao pelo fosfomolibdénio é uma maneira simples
e barata de se avaliar a capacidade antioxidante total de uma mistura complexa
de compostos, como é o0 caso de extratos obtidos de plantas, bem como suas
fracbes (Prieto, Pineda e Aguilar, 1999). Possui a vantagem de avaliar a
capacidade antioxidante tanto de componentes lipofilicos quanto de hidrofilicos.
O complexo fosfomolibdénico é formado pela reacéo da solucdo de NaszPO, (28
mL, 0,1 mol.L™") com solucdo de (NH4)6M070,4.4H,0 (12 mL, 0,03 mol.L™) e
solucdo de H,SO4 (20 mL, 3 mol.L™Y), em meio aquoso, sendo o volume final,
ajustado com H,O destilada para 100 mL, e possui coloracdo amarela,
tornando-se verde a medida que se reduz. As amostras para efeitos deste
estudo foram levadas a secura em banho-maria (40°C), e a partir do material
seco, bem como das substancias isoladas, foram preparadas solucbes
metandlicas com concentracdo final de 200ug.mL™. Destas, 0,3 mL foram

adicionados a 3 mL de solucéo reagente do complexo fosfomolibdénio.
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Os tubos foram fechados e mantidos em banho-maria a 95°C, por 90
min. ApOs resfriamento, foi realizada a leitura a 695nm, em um
espectrofotometro UV- 1601 Shimadzu® para obtencdo das absorbancias,
usando 0,3 mL de metanol com 3 mL do reagente como branco. A capacidade
antioxidante das amostras é expressa em relaco a rutina (200 pg.mL™) usada
como padrdo, e vitamina C (200 pg.mL™) cuja atividade antioxidante de

referéncia foi considerada 100%.

4.9.3 ATIVIDADE IMUNOMODULADORA SOBRE NEUTROFILOS
HUMANOS

Este ensaio foi realizado ap0s aprovacdo do Comité de Etica em
Pesquisa da UFPR do projeto intitulado “Estudo de produtos naturais sobre a
funcdo dos neutréfilos humano sob registro CEP/SD 1033.158.10.11/ CAAE
0090.0.091.000-10 (ANEXO 2). Para avaliar a atividade sobre neutrofilos foram
utilizados os compostos isolados da espécie Dicksonia sellowiana, o acido
galico e acido protocatecuico.

Para este ensaio utilizou-se técnica adaptada e modificada de (Park,
Fikrig e Smithwick, 1968; Abreu et al., 2009). A partir de 1 mg de amostras dos
compostos isolados foram preparadas solucdes 2,5; 5,0; 10,0 e 15,0 pg.mL™.
Laminas contendo 50 pL destas solucdes, de controle positivo PMA (phorbol
12-myristate 13-acetate) e controles negativos contendo neutréfilos humanos
com e sem tratamento com o NBT (azul p-Nitrotetrazolio) foram preparadas 48
horas antes da realizacdo do experimento e secas em temperatura ambiente. O
ensaio iniciou-se com a adi¢cao de 3 mL de sangue humano (coletado no dia do
ensaio com EDTA) em 36 mL de agua destilada com homogeneizacéo por 30
segundos. Em seguida, foram adicionados 12 mL de tampdo PBS (salina
tamponada com fosfatos, pH 7,2) concentrado 4 vezes com nova
homogeneizacéo (15 segundos) e posterior centrifugacédo (10 min/2000 rpm). O
sobrenadante foi desprezado e o sedimento ressuspenso em 3 mL de PBS
normal. Em um tubo cénico, contendo 3 mL de uma mistura de polissacarideos
neutros hidrofilicos de alta densidade (FicollHypaque®), o sedimento
ressuspenso foi adicionado e centrifugado (25 min/1500 rpm). O sobrenadante
foi retirado e o sedimento ressuspenso novamente em 3 mL de PBS normal.

Nova centrifugacdo (10 min/2000 rpm) foi realizada e o0 sobrenadante
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desprezado e o sedimento ressuspenso em PBS. A suspensédo de células em
PBS foi adicionada nas laminas previamente preparadas, e incubada (20
min/37 °C) em camara umida. ApGs incubacédo, as placas foram lavadas com
PBS normal e adicionado NBT 79 (excec¢do da lamina controle negativo), e
incubadas (15 min/37 °C) em cé&mara Umida. As laminas foram lavadas
novamente com PBS normal e secas a temperatura ambiente e posteriormente
coradas com safranina. Ap0s o0 preparo, as laminas foram examinadas ao
microscopio, e a presenga de granulos azuis no interior de todos os neutroéfilos
foi considerada como ativacdo. A amostra foi considerada ativadora de
neutréfilos somente apds apresentar resultado positivo em cinco ensaios

distintos.

4.10 ESTUDOS EM CELULAS
4.10.1 CULTIVO CELULAR

A linhagem murina de melanoma metastatico 4C11+ foi cultivada em
RPMI 1640 (Gibco®) pH 6,9 contendo 5% de soro fetal bovino (SFB) em estufa
a 37°C sob atmosfera contendo 5% de CO, (chamadas a partir de agora de

condi¢des normais de cultivo).

4.10.2 ENSAIO DE FORMACAO DE COLONIAS

Foram plaqueadas 200 células da linhagem 4C11+ em triplicata tratada
com 200 uM de &cido galico e controle contendo apenas veiculo (DMSO) em
placas de 6 cm de diametro em condi¢cdes normais de cultivo. Apos 10 dias, as
células foram lavadas com PBS e fixadas com formaldeido 3,7% em PBS por
15 minutos. A coloracédo das colonias foi realizada com azul de Toluidina 1%
em borax por 5 minutos. As placas foram entdo lavadas 3 vezes com agua
destilada para retirar o excesso de corante e fotografadas. Para a quantificacédo
colorimétrica, foi adicionado 1 mL de SDS 1% em H20 por 4h e foi realizada a
leitura de absorbéancia a 620 nm. O ensaio foi feito em triplicata técnica e

duplicata bioldgica.

4.11 AVALIACAO DA ATIVIDADE ALELOPATICA
Foi analisado possivel atividade alelopatica do extrato bruto e fracGes

obtidas das frondes de Dicksonia sellowiana, sobre sementes de Lactuca sativa
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L. cv. Grand rapids (alface, da empresa Top Seed®, com 89% de germinacao
conforme informado pelo fabricante). As placas de Petri (9,0 cm de diametro)
contendo papel filtro n° 1 (Whatman®), previamente autoclavadas, receberam
5,0 mL da solucdo das amostras (EB e fracdes), preparadas nas concentracoes
de 250 pg.mL™, 500 pg.mL™* e 1000 ug.mL™ em quadruplicata. Em seguida,
foram semeadas aleatoriamente sobre cada disco de papel filtro, 50 sementes
de alface (Brasil, 2009). Como controle, procedimento similar foi realizado,
substituindo extratos e fragcdes por agua.

As placas de Petri contendo as sementes foram levadas a uma camara
de germinacédo (BOD), com condi¢des de luz (160 W), umidade relativa (+ 80%)

e temperatura constantes (alface, 25 °C com luz interna constante)

4.11.1 TESTE DE GERMINAC}AO

Para os bioensaios de germinacéo, fora realizada uma contagem diaria
do nimero de sementes germinadas, a cada 12 horas, tendo como critério a
protrusdo radicular com no minimo 2,0 mm de comprimento, conforme
metodologia descrita por (Macias, Castellano e Molinillo, 2000). O experimento
foi considerado concluido quando a germinacdo foi nula por trés dias
consecutivos.

A germinacao foi avaliada por meio do IVG (Indice de velocidade de
germinacao) (Maguire, 1962) e porcentagem de germinacao (Labouriau, 1983).
O IVG foi calculado para cada repeticdo de cada tratamento utilizando a
guantidade de sementes germinadas, dividindo-a pelo dia da germinacdo e
somando-se até o ultimo dia de germinacdo. As médias dos IVGs foram

submetidas a analise estatistica.

4.11.2 TESTE DE CRESCIMENTO

Para os bioensaios de crescimento utilizou-se a metodologia descrita por
(Macias, Castellano e Molinillo, 2000). Apos trés dias da protrusédo radicular,
mediu-se o alongamento da raiz e do hipocétilo/coledptilo (dez plantulas por
placa) utilizando papel milimetrado. Posteriormente, essas plantulas foram

levadas para secar em uma estufa a 60°C até peso constante para a obtencéo
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da massa seca. O nivel de atividade foi expresso em porcentagem de inibicao/

estimulo de acordo com a férmula:

% atividade =<%> x 100%

MT corresponde a média de alongamento dos tratamentos e MC a media de

alongamento do controle.

4.11.3 RESPIRAQAO RADICULAR
Para este ensaio utilizou-se a técnica que estima a respiracdo das

células radiculares por meio da reducao do cloreto de trifeniltetrazolio (TTC) por
enzimas desidrogenases (envolvidas no processo de respiracdo), com
surgimento dos cristais de formazan de coloracdo avermelhada (Steponkus e
Lanphear, 1967; Carmo, Borges e Takaki, 2007).

Foram cortadas 10 raizes das sementes que germinaram a 1,0 cm a
partir da coifa, e transferidas para tubos de ensaio com adicdo de 5 mL de
cloridrato de trifenil tetrazodlio (TTC) 0,6% (p/v), 1 mL de tampéo fosfato de
sédio (mono e dibasico) a 0,05M (pH 7,0) em cada tubo, mantidos em
temperatura ambiente por 2 horas. Ap0s esse periodo, os tubos foram
transferidos para estufa a 40°C por 15 horas. Ao final desse tempo, as
solu¢des dos tubos foram drenadas e as raizes lavadas duas vezes com agua
destilada, com posterior drenagem maxima. Adicionou-se entdo 7 mL de etanol
95% (v/v), e entdo os tubos foram levados para o banho-maria com agua
fervente (x 100°C) durante 15 minutos, ou até secura.

Apés esse periodo, os tubos foram resfriados até temperatura ambiente
e acrescentado 10 mL de etanol 95% (v/v). Em seguida, foi realizada a leitura
em espectrofotdmetro usando como branco etanol 95% (v/v), sendo o resultado

apresentado em absorbancia a 530 nm.

4.11.4 CONTEUDO DE CLOROFILA TOTAL
Foram cortadas 10 folhas priméarias inteiras das plantulas de cada placa
e transferidas para tubos de ensaio, contendo 50 mL de DMSO

(dimetilsulfoxido) e entdo os tubos foram embrulhados em papel aluminio e
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deixados em temperatura ambiente por 24 horas. ApOs este periodo, foi
realizada a leitura da absorbancia da clorofila A (645 nm) e B (663 nm) em
espectrofotdbmetro utilizando como branco DMSO. O teor de médio clorofila
total (mg.L™") foi calculado de acordo com a equacdo abaixo (Arnon, 1949;
Lichtenthaler e Buschmann, 2001).

Clorofilatotal = 20,2 x Abs A + 8,02 x Abs B

Onde: Abs A= absorbancia da clorofila a; Abs B= absorbéancia da clorofila b

4.11.5 Analise Estatistica

Para cada amostra avaliada, o delineamento experimental adotado foi 0
inteiramente casualizado com quatro tratamentos (controle agua destilada, 250,
500 e 1000 mg L-1) em quatro repeticbes. Os dados foram submetidos a
analise de variancia e as médias foram comparadas pelo Teste de Tukey, a 5%
de probabilidade com auxilio do programa SISVAR (Ferreira, Souza e Faria,
2007). Os resultados foram expressos em relacdo ao controle negativo
(branco) e mostrados em grafico de barras. O valor “0” representa o controle.
Qualquer valor positivo implica em estimulacdo dos parametros avaliados e os
valores negativos inibicdo. As médias foram entdo submetidas a analise de
variancia (ANOVA) e comparadas entre si pelo teste de comparacédo de média

Tukey 5% através do programa SISVAR.

4.12 ANALISE QUIMIOMETRICA DOS DADOS

Para o processamento dos dados foi utilizado o software Statistica® 10.0
utilizando analise de PCA (Principal components analysis). Para todas as
analises por PCA foi criada uma matriz de dados. Essa analise reduz a
dimensionalidade de um conjunto de dados de forma que as informacfes
relevantes figuem condensadas nos primeiros componentes, desta forma, o
primeiro componente principal (PC1) descreve uma maior variancia em relacao
aos demais componentes (Daolio, 2006). O valor da variancia esta relacionado
com a quantidade de informacéao referente aos dados originais.

Os espectros de RMN de 'H foram avaliados no software Amix

Statistics®, versao 3.9.12. A regiao espectral referente ao sinal da agua (6 4,6
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a 5,1 ppm) foi removida, dessa forma, a variabilidade inerente a supressao
pode ser eliminada, ou pelo menos minimizada. O préprio software desenvolve

uma matriz para aplicacdo dos métodos multivariados.
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5 RESULTADOS

5.1 ESTUDOS MORFOANATOMICOS
5.1.1 Descri¢cdo macroscopica

D. sellowiana se caracteriza por apresentar aspecto arborescente, e 0
caudice possui porte arborescente, ereto, de até aproximadamente 8 m de
altura (figura 15, 16 A), envolvido por uma espessa bainha de raizes
adventicias, ao longo de toda a sua extensdo e que pode chegar a 1 m de
didametro (Figura 16 F). As frondes podem chegar até 1,7 m de comprimento
(Figura 16 A), com estipites caracteristicos para individuos jovens, que
possuem aspecto mais longos nos individuos jovens e sésseis nos adultos,
com lamina foliar descrita como bipinadopinatifidas a pinatissectas, com apice
agudo ou acuminado (Figura 16 B), conforme observado por Fernandes (2000).

A Raque em corte transversal, apresenta um sistema vascular céncavo,
circundando toda a raque e assumindo o aspecto de ferradura (Figura 16 C).
Apresenta baculas que se desenvolvem na regido apical, quem podem medir
até 15,5 cm (figura 16 D). Produz numerosos esporos marginais, que sao
envoltos por um indusio semi-orbicular, de aspecto valvar, duro, extrorso e de
margem introrsa, localizados na face abaxial das pinulas (figura 15 B, C, D, E).
O indusio possui uma epiderme levemente sinuosa, revestida por uma cuticula
estriada (figura 15 E), e 0s esporos sao cobertos por uma estrutura
membranosa, de aspecto plissado (figura 15 F).

Os esporos sdo considerados heteropolares e apresentam 3 sulcos na
regido central, que se voltam para as margens, assumindo aspecto trilete.
Estes sdo assimétricos e levemente truncados (Figura 15 F).

O caudice é ereto, cilindrico, envolvido e sustentado por uma massa de
raizes adventicias, apresentando regifes sulcadas ao longo de todo o caule
(Figura 16 G).
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Figura 15 - A. Vista geral do aspecto arborescente de D. sellowiana; B.
Aspecto dos esporos; C. Vista geral do Indusio; D. Esporos revestidos
por indusio; E. Aspecto geral da epiderme do indusio, mostrando a

cuticula estriada; F. Aspecto da membrana que recobre os esporos
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A. Aspecto das frondes de D. sellowiana; B. Pinula; C. Aspecto

Figura 16

da raque em seccdo transversal; D. Aspecto da béacula; E. Aspecto do

indusio; F. Aspecto dos esporos; G. Caudice.
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5.1.2 Descrigdo microscopica.
5.1.2.1 Pinula

As observacgfes na pinula de D. sellowiana demonstram que em vista
frontal, a lamina foliar € anfiestoméatica e os estdmatos sao do tipo anomocitico
(st) (figuras 17 A, B) e na face abaxial sdo visualizados tricomas tectores
unisseriados e multicelulares com 0,2-11 mm de comprimento, com ponta
arredondada e cuticula levemente estriada (figuras 17 E, F). A epiderme possui
superficie sinuosa em ambas as faces e apresenta cuticula lisa (Figuras 17 A-
D).

A pinula possui epiderme unisseriada e apresenta paredes espessadas
e lignificadas ao longo da lamina foliar com células maiores na face abaxial se
comparadas com a face adaxial (figura 18 A). O meristelo da regido mediana é
do tipo anficrival, com 1-2 camadas de xilema (x), circundado por 2-3 camadas
de floema (ph), e 4-6 camadas de colénquima (co) sao observados,
caracteristica das pteridofitas. Também estdo presentes 1-2 camadas de
parénquima contendo idioblastos. Todo o meristelo & circundado por uma
camada de células do periciclo e endoderme (Figura 18 B). A lamina foliar
possui meristelos de pequeno porte, contendo xilema circundado por 1-2
camadas de floema, com uma camada de endoderme (figura 18 B). Uma faixa
de 3-4 camadas de colénquima predominantemente angular ocorre na face
adaxial (figura 18 D), e na face abaxial, ha 2-3 camadas de endoderme,
seguidas por 4-6 camadas de parénquima de preenchimento contendo
idioblastos (Figura 18 E).

Um parénquima clorofiliano tendendo ao palicadico com 1-2 camadas é
observado na face adaxial, seguido de 2 camadas de parénquima esponjoso
na face abaxial. Os estdmatos estdo situados no mesmo nivel das demais
células da epiderme com as duas células-guarda, projetando-se sobre a

superficie da folha (figura 18 F, G).
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Figura 17 - A. Aspecto dos estdmatos da face adaxial; B. Vista geral da
epiderme da face adaxial; C. Aspecto dos estématos na face abaxial; D.

Aspecto geral da epiderme da face abaxial; E, F. Aspecto dos tricomas

tectores.
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Figura 18 - A> vista geral da pinula; B. Aspecto geral do sistema vascular;
C. Detalhe de um feixe vascular de pequeno porte; D. Aspecto do

colénquima e epiderme da face abaxial; E. Aspecto do parénquima da
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face adaxial contendo idioblastos; F. Vista geral do parénquima
clorofiliano; G. Detalhe dos estbmatos, demonstrando as células guarda e

camera subestomatica.

O peciolo, seccionado transversalmente, demonstra um contorno em
arco e encurvado nas extremidades, com tricomas tectores, multicelulares com
0,2-0,14 mm de comprimento, de apice arredondado (figuras 19 A-C). A
epiderme de ambas as faces unisseriada, com células ovais e levemente
ondulada (figuras 19 D, E). Na face adaxial, ha uma camada de endoderme e
colénquima anelar seguida de 8-10 camadas de parénquima (figura 19 D). Na
face abaxial, abaixo da epiderme, ha uma fileira de endoderme e 3 camadas de
colénquima, seguidas de 4 camadas de parénquima de preenchimento (figura
19 F). O meristelo é anficrival e possui formato de ferradura, sendo constituido
de xilema, e 1 a 2 camadas de floema. Ao redor da endoderme sdo observadas
células lignificadas ao redor da endoderme, com 7 camadas de ceélulas
lignificadas acima do meristelo, na regido central da curvatura do meristelo
(figura 19 G).
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Figura 19 - A. Seccéo transversal do peciolo; B. Tricoma tector; C. Detalhe
do tricoma tector; D. Parénquima contendo idioblastos; E. Epiderme do

peciolo; F. Regido do parénquima da face abaxial, G. Detalhe do feixe

vascular.
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5.1.2.2 Raque

A raque apresenta epiderme uniestratificada com células pequenas e
arredondadas, seguidas de varios extratos de células colenquimaticas (figura
20 A e B). O parénquima de reserva, contem idioblastos com células similares
a descricdo das células do caule. A regido vascular se dispbe de forma sinuosa
ao longo de toda a raque e o xilema é envolto por células de floema,
caracterizando o feixe como anficrival (figura 20 C e D). Uma fina camada de
células da endoderme circunda ambas as faces do floema, arcos com 2-3
camadas de células de colénquima séo visualizados (figura 20 C). A regiao
central da raque é preenchida por parénquima com algumas células de
metaxilema distribuidas por todo o parénquima (figuras 20 C, D). A regido basal
da raque, préxima ao caule possui pelos de cor castanho-escuro, unisseriados,
medindo 5-10 mm (figura 20 E). Este possui epiderme estriada, sendo possivel

visualizar tricomas tectores unisseriados de apice agudo (figuras 20 F).
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Figura 20 - A. Seccao transversal da raque; B. Detalhe da cuticula e
endoderme Da raque; C. Feixe vascular; D. Detalhe do floema e xilema
com células cubicas; E, F. detalhe ds pelos presentes na raque, com

tricomas.
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5.1.2.3 Caudice

O céaudice possui faixas escuras de esclerénquima bem como, lacunas
foliares, meristelo, peciolo e uma medula central (figura 21 A). Se caracteriza
por apresentar duas regifes distintas: uma mais periférica, contendo
parénquima envolvendo grupos de esclerénquima associados ao sistema
vascular, e regido central com parénquima de reserva (Figuras 21 B, C). A
regido periférica possui células de esclerénquima e o parénquima é constituido
de células poliédricas a levemente arredondadas, com espacos intercelulares,
apresentando grande quantidade de amido (Figuras 21 B, C). Na regiao
periférica mais interna, ocorre um sistema vascular bem caracteristico,
constituido por 3 camadas de células de floema que se intercalam com as
primeiras camadas de xilema. No parénquima préximo ao sistema vascular, ha

presenca de idioblastos com mucilagem (Figura 21 C).
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Figura 21 - A. aspecto do Caudice em corte transversal; B. Aspecto do

parénquima contendo amido; C. Aspecto do sistema vascular, contendo
floema primario e secundario.
5.1.3 Testes histoquimicos

A presenca de amido € observada no parénquima de preenchimento das

folhas (figura 22 A), e com poucos grdos no parénguima do peciolo (figura 23

61
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A). Na raque, varios graos de amido sdo observados, sendo esta parte
morfoldgica mais rica em reservas, quando comparada as pinulas e peciolo
(figura 24 A).

Os idioplastos presentes no parénquima de preenchimento das folhas e
peciolo contém substancias fendlicas e flavonoides (figuras 22 B e C; 23 B e
C).

No peciolo, flavonoides também estdo presentes nos tricomas tectores
em cada série de células e ainda na regido do parénquima esponjoso (figura 23
B). Na raque, substancias fendlicas e flavonoides foram detectadas na regido
do colénquima, floema e xilema, que contém pequenas células de
armazenamento. Algumas células contendo flavonoides séo vistas na regido do
parénquima medular (figura 24 B).

A presenca de substéancias de carater lipidico e terpendides € observada
nas células da endoderme, epiderme e cuticula da folha e peciolo (figuras 22
D, E; 23 D, E). Na raque, substancias de carater lipidico estdo em toda a
epiderme, colénquima e nas fibras de colénquima proximas ao feixe vascular
(figura 24 D). Os terpendides estao presentes nas fibras de colénquima, xilema
e proximas a endoderme (figura 24 F).

A presenca de lignina foi confirmada nas células do xilema da raque e na
regido da epiderme e colénquima (figura 24 G e H). Polissacarideos neutros
sdo observados na regido da epiderme, colénquima e meristelo, com maior
intensidade no xilema, e algumas células do floema proximas ao periciclo da
folha e peciolo (figuras 22 G, H; 23 G). Na raque, polissacarideos neutros sédo
evidenciados na regido central, presentes nas células de colénquima e xilema
(figura 23 G, H). Uma atividade protéica € observada no colénquima,
endoderme e epiderme da folha, na regido do meristelo (figura 22 1), xilema,
floema e endoderme da regido do meristelo no peciolo e da raque (figuras 23 H
e 241).
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Figura 22 - Pinula. Testes histoquimicos demonstrando a presenca de A.
amido; B. Compostos fendlicos, C. Flavonoides, D. Lipidios, E.

Terpendides neutros; F. Lignhina, G, H. Polissacarideos neutros; |I.

Proteinas.
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Figura 23 - Peciolo. Testes histoquimicos demonstrando a presenca de A.
amido; B. Compostos fendlicos, C. Flavonoides, D. Lipidios, E.

Terpendides neutros; F. Lignina, G. .Polissacarideos neutros; H.

Proteinas.
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Figura 24 - Raque . Testes histoquimicos demonstrando a presenca de A.
amido; B. Compostos fendlicos, C. Flavonoides, D, E. Lipidios, F.

Terpendides neutros; G. Lignina, H. .Polissacarideos neutros; I. Proteinas.

5.1.4 Discussao

A descricbes morfologica de D. sellowiana agregada a ilustracéo
botanica apresentada neste estudo auxiliam na identificacdo, uma vez que esta
espécie é muito semelhante a outros representantes do género. D. sellowiana
pode ser distinguida de outras espécies relacionadas pelos seguintes
caracteres morfoldgicos: Presenca de soros marginais, folhas opostas, e

€esporos assimetricos.
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Outros trabalhos que caracterizem o aspecto morfolégico ndo sao
recentes (Chandra, 1970; Croft, 1986) e descrevem o género por possuir porte
arbéreo-arbustivo (fetos arborescentes), caudice, engrossado pela densa trama
de raizes adventicias e frondes muitas vezes maiores que um metro de
comprimento, além de possuirem indumento dourado na base dos peciolos,
considerado caracteristico da espécie (Gasper, 2013), sendo estas
caracteristicas comumente utilizadas para identificacdo do género.

Assim, a descricdo da presenca de tricomas peltados na face abaxial,
lamina foliar anfiestomatica e estbmatos do tipo anomocitico sédo caracteristicas
morfologicas que podem ser utilizadas para caracterizar D. sellowiana. Outras
caracteristicas como a presenca de um meristelo altamente ondulado e
acompanhado por camadas de células esclerétidas que formam um tecido em
ambos os lados que seguem as ondulac¢des e tém uma funcao de reforco sao
descritos para o género. Além disso, a presenca de células cubicas associadas
ao xilema e estas acompanham massas de células escleroticas (Tryon e Tryon,
1982). Todas estas caracteristicas conferem sustentacéo a esta espécie.

Os testes microquimicos indicaram a presenca de varias classes
metabolicas, sendo dada especial atencdo aos compostos fendlicos, em
especial aos flavonoides e terpenos presentes nas pinas e raque. Portanto, D.
sellowiana € uma nova fonte de compostos com propriedades biologicas

importantes, existindo relatos do uso desta espécie na medicina tradicional.
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52 CONTROLE DE QUALIDADE FiSICO-QUIMICO DO MATERIAL
VEGETAL

5.2.1 Material Vegetal

O material vegetal utilizado nos experimentos quimicos e biolégicos esta
descrito na metodologia no item 4.1 sob o titulo Material Botanico.

5.2.2 Parametros Fisicos do Material Vegetal

A distribuicdo granulométrica da moagem em moinho de facas e martelo
foi determinada com o objetivo de conhecer a capacidade fisica das frondes na
etapa de granulacdo para futuras preparacdes de extratos vegetais. Os
resultados permitiram classificar o p6 de Dicksonia sellowiana como um po
semelhante ao considerado p6 grosso, que é aquele cujas particulas passam
em sua totalidade pelo tamis com abertura nominal de malha de 1,70 mm e, no
maximo, 40% pelo tamis com abertura nominal de malha de 355 mm (Anvisa,
2010).

Os resultados de densidade aparente e por compactacdo do po grosso
de xaxim foi realizada em triplicata e forneceu valores semelhantes que
atribuiram o resultado médio de 0,18g/mL (+0,016). O p6 de Dicksonia
sellowiana possui uma menor densidade comparada com outros pos, por ser
considerado um pd grosso e possuir espacos entre as particulas (Solon, 2009).

A determinacdo da perda por secagem impede que o0 material
permaneca umido devido a uma secagem ineficiente ou que haja degradacao
de compostos por secagem excessiva (Maciel et al.,, 2002). A finalidade da
secagem é impedir reacdes de hidrélise e contaminacdo microbiana, além de
reduzir volume e peso facilitando a moagem do material (Lacerda, Freitas e Da
Silva, 2009). A perda por dessecacdo das frondes de Dicksonia sellowiana
apresentou um teor de umidade abaixo de 14% que é o limite maximo
recomendado para drogas vegetais.

A determinacdo de teor de cinzas permite a verificacdo de impurezas
inorganicas nao-volateis na droga vegetal como metais pesados, areia ou
pedra, e é importante esta determinacao para o controle de qualidade da droga

vegetal (De Souza Araujo et al., 2006). Os valores encontrados nesta analise
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encontram-se dentro dos limites preconizados pela farmacopeia (Anvisa, 2010).
O quadro 5 demonstra todos os valores obtidos como parédmetros fisicos das

frondes de Dicksonia sellowiana.

Quadro 5 - Parametros Fisicos das frondes de Dicksonia sellowiana

Parametros de Qualidade Resultados obtidos (média £ DP)
Perda por dessecacédo em estufa 87,89% £ 0,4683

Teor de cinzas totais 5,47% = 0,1933

Teor de cinzas insolaveis em 0,09 % + 0,112

acido

Em 1998, a Organizacdo Mundial da Saude (OMS) reuniu
procedimentos no documento “Quality control methods for medicinal plant
materials”, que podem ser tomados como base para que auxiliem as nacoes, a
partir de sua legislacédo, a formar padrées de controle de qualidade de drogas
vegetais e produtos (Souza-Moreira, Salgado e Pietro, 2010). A partir desta
data, 3 legislacdoes referentes a controle de qualidade e producdo de
medicamentos fitoterapicos foram elaboradas. A legislacdo atual € a RDC 26
de 13 de maio de 2014, dispondo sobre o registro de medicamentos
fitoterapicos e o registro e a notificacdo de produtos tradicionais fitoterapicos
(De Abreu e De Moura, 2014), Estes ensaios de determinacdo do teor de
umidade e teor de cinzas fazem parte do controle de qualidade de

medicamentos fitoterapicos.

5.2.3 PESQUISAS DE GRUPOS FITOQUIMICOS
5.2.3.1 ANALISE FITOQUIMICA CLASSICA

Esta analise é fundamental como um guia para o isolamento de
substancias (Moreira, E. A., 1979). Algumas classes de substancias podem ser
caracterizadas diretamente em tecidos vegetais através de ensaios
microquimicos, porém, na maioria das vezes é necessario realizar a extracao
de um determinado grupo de compostos com solvente adequado, e entdo
caracteriza-lo. Geralmente essa caracterizacdo € realizada pelo emprego de
reacbes quimicas que resultam no desenvolvimento de coloracdo e/ou
precipitacdo (Moreira, E., 1979; Moreira, E. A., 1979; Simoes, 2001). O quadro
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6 e 7 representam qualitativamente os resultados obtidos no extrato aquoso e
hidroalcodlico.

Na analise fitoquimica do extrato aquoso, foi verificada a presenca de
taninos hidrolisaveis (reacdo azul) e taninos condensados devido a cor verde
obtida no residuo do papel de filtro. Verificou-se também a presenca dos
aminogrupos, devido a coloragdo violacea. Heterosideos antocianicos,
saponinas, heterosideos cianogenéticos, acidos volateis, acidos fixos nao

foram encontrados.

Quadro 6 - Analise Fitoquimica do Extrato Aquoso de Dicksonia

sellowiana
Anédlises Extrato AqQuoso
Taninos Hidrolisaveis +
Taninos Condensados +
Aminogrupos +

Nota: + = positivo

Como pode ser observado nos dados do quadro 7, a andlise fitoquimica
do extrato hidroalcoodlico a 20%, a indicacdo positiva da presenca de
leucoantocianidas e de flavonoides, no teste de oxalico borico com presenca de
fluorescéncia, indica reacdo positiva especialmente para flavondis, pois as
flavanonas e isoflavonas ndo possuem esta propriedade e os derivados
antocianicos coram-se, mas nao produzem fluorescéncia.

Para esterdides e triterpenos a reacdo de Libermann Bouchard indicou a
presenca de triterpenos nas fragbes hexano e cloroformio. A coloracéo
esverdeada nesta reacdo indica funcdo hidroxila em 3 e dupla ligacéo entre 5 e
6 ou 7 e 8 no anel aromatico. Na reacao de Keller-Kelliani as frac6es hexano e
cloroformio obtiveram resultado positivo com coloracdo verde indicando a
presenca de esteroides / triterpenos.

N&o houve reacdo positiva para os grupos alcaloides, antraquinonas e

cumarinas. Os resultados positivos podem ser analisados no quadro 7.
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Quadro 7 - Analise Fitoquimica do Extrato Hidroalcodlico de Dicksonia
sellowiana.

Grupos Andlises Fracéo Fracéo Fracéo Extrato
Fitoquimicos Hexano | Cloroférmio Acetato Hidroalcodlico
de Etila
Flavonoides Leucoantocianidinas - - + +
Oxalico bdrico - - + +
Esterdides / Reacdo Liberman-| Verde Verde - -
Triterpenos Bouchard
Reacéo Keller-
Kelliani Verde Verde - -

Nota: + = positivo e - = negativo

Os ensaios fitoquimicos preliminares foram realizados com o objetivo de
servirem de guia para o isolamento de substancias e demais testes biologicos a
serem realizados. A partir destes ensaios foi possivel estabelecer estratégias
para a realizagéo de ensaios antioxidantes e atividades farmacologicas levando

em consideracao a acao biologica dos polifendis.

5.2.3.2 ANALISE FITOQUIMICA POR CCD

A técnica por CCD ¢ utilizada na identificacdo de grupos de metabdlitos
secundarios em extratos vegetais, através de reveladores especificos para
cada grupo de metabdlito onde este apresentara uma mudanca de coloracao
através da reacdo entre a substancia e a solucdo reagente em iluminacao
ambiente ou em ultravioleta, auxiliando na identificacdo especifica destes
grupos de metabdlitos (Costa, 2001)

Através desta analise pode-se estabelecer os metabdlitos secundarios
presentes nas fracdes do extrato obtido em Soxhlet da espécie Dicksonia
sellowiana. Foram encontrados na espécie flavonoides, taninos, esteroides,
triterpenos e cumarinas, esses compostos estdo presentes nas frondes de

xaxim conforme estéd apresentado no quadro 8.
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Quadro 8 - Andlise fitoquimica por CCD do extrato bruto e fracbes de
Dicksonia sellowiana

Extrato e | Flavonoides | Taninos Esteroides e | Alcaloides Cumarinas
FracOes Triterpenos

Extrato Bruto + + + - -
Hexano - - + - -
Cloroférmio + + + - +
Acetato de Etila + + - - -
Remanescente + + - - -

Nota: + = positivo e - = negativo

Extratos brutos obtidos através de matéria-prima vegetal sao
preparacdes complexas derivadas do metabolismo primario e secundario. As
técnicas cromatograficas sdo essenciais na separacdo dos constituintes
guimicos de extratos vegetais, podendo ser empregadas na separacdo dos
constituintes quimicos e na identificacéo de grupos de metabdlitos secundarios.
Neste sentido, o screening fitoquimico por CCD € de fundamental importancia
no conhecimento dos grupos quimicos pertencentes no extrato e na separacao
destes constituintes. Os resultados obtidos por esta técnica corroboram com o0s
obtidos no item 5.2.3.1 na analise classica fitoquimica, diferenciando apenas no
resultado para cumarinas que foi positivo na técnica por CCD na fracao

cloroférmio.
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5.3 ATIVIDADE ALELOPATICA

Citado pela primeira vez pelo alemado Hans Molish em 1937, o termo
alelopatia € utilizado para indicar qualquer efeito causado por um ser vivo de
forma benéfica ou prejudicial sobre outro, por meio da liberagdo de substancias
quimicas e/ou produtos do metabolismo secundarios por ele elaborados
(Centenaro et al., 2009). Este efeito benéfico ou prejudicial se da por um tipo
de interacdo bioquimica entre vegetais, considerada uma forma de adaptacdo
guimica defensiva das plantas, além de ser um fator de estresse ambiental
para muitas espécies (Maraschin-Silva e Aquila, 2006; Paula et al., 2014).

As avaliacbes dos efeitos alelopéaticos dos extratos e fracbes foram
realizadas frente a germinacdo de sementes bem como no crescimento,
respiracdo das raizes e o teor de fotossintese. Os bioensaios de germinacao
de sementes foram monitorados por um periodo de 7 dias, com duas
contagens diarias e eliminacdo das sementes germinadas. Foram consideradas
sementes germinadas aquelas que apresentavam extenséo radicular e esse
bioensaio foi desenvolvido em condi¢cdes de 25°C de temperatura constante e
fotoperiodo de 12 h. Cada placa de Petri recebeu 50 sementes de Lactuca

sativa, nas concentra¢cfes adotadas.

5.3.1 GERMINACAO

No indice de velocidade de germinacdo (IVG) apenas o extrato bruto
influenciou no desenvolvimento das sementes de L. sativa, diferenciando
estatisticamente do controle. A concentracdo 1000 pg.mL™' desse extrato
influenciou negativamente a germinacdo das sementes. O resultado do ensaio

pode ser visto na Tabela 1.
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Tabela 1 - indice de velocidade de germinac&o de L. sativa submetidas ao

extrato bruto etandlico e fracdes de Dicksonia sellowiana em ensaio

alelopatico
" VG -
CONCENTRACAO (NDICE DE CLASSIFICACAO DO
AMOSTRA DA AMOSTRA TESTE DE SCOTT
(aim) VELOCIDADE DE oy
GERMINACAO)
250 27.348 a2
EXTRATO BRUTO 500 45.696 a2
1000 35.541 al
250 25.917 a2
F. HEXANO 500 48.875 a2
1000 45.771 a2
250 27.500 a2
F. CLOROFORMIO 500 48.967 a2
1000 43.966 a2
250 28.683 a2
E'TILQCETATO DE 500 48.592 a2
1000 48.667 a2
250 29.000 a2
F. RESIDUAL 500 48.708 a2
1000 45.542 a2
CONTROLE - 25.196 a2

(*) — Amostras classificadas no mesmo grupo nao diferem estatisticamente.

FONTE: O autor (2015)

No Grafico 1 estdo representados os valores do ensaio de germinacao

através do numero de sementes germinadas.

VG

250 pg/mL

n°de sementes

EB

M 500 pg/mL

4 1000 pg/mL

¥ Controle

FH FCL

FAE

FR CTL

Gréfico 1 - indice de velocidade de germinac&o (ivg) das sementes de L.

sativa testadas com os extratos brutos e fracdes de Dicksonia sellowiana
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NOTA: (1) EB 1 (Extrato Bruto 1); EB 2 (Extrato Bruto 2); FH (Fracdo Hexano); FCL (Frag&o
Cloroférmio); FAE (Fracdo Acetato de Etila) E FR (Fracdo Residual) e CTL
(Controle).

(2) ESTATISTICA REALIZADA PELO TESTE DE SCOTT-KNOTT (p<0,05)

FONTE: O autor (2015)

5.3.2 Fotossintese

O conteudo de clorofila nas folhas frequentemente é utilizado para
estimar o potencial fotossintético das plantas, pela sua ligacdo direta com a
absorcdo e transferéncia de energia luminosa. Uma planta com alta
concentracao de clorofila € capaz de atingir taxas fotossintéticas maiores (Régo
e Possamai, 2004), consequentemente, o crescimento e adaptabilidade a
diversos ambientes. Por outra perspectiva, uma reducdo no teor de clorofila
promove uma reducao nas taxas fotossintéticas.

A fotossintese € o processo fisico-quimico de base para o crescimento
das plantas, sendo fortemente influenciada por fatores ambientais e também
por aleloquimicos (Reigosa, Sanchez-Moreiras e Gonzalez, 1999). Algumas
classes de aleloquimicos interferem na fotossintese por induzir mudancas no
contetudo de clorofila das plantas, um exemplo sdo os acidos fendlicos, as
cumarinas, os polifendis e flavonoides como os principais aleloquimicos
responsaveis pela inibicdo da fotossintese, alterando o transporte de elétrons e
a fosforilacao nos fotossistemas (Rizvi et al., 1992).

No ensaio de fotossintese nenhum valor de clorofila total foi
estatisticamente diferente ao do controle. Dessa forma, todas as fracbes e o
extrato bruto nas trés concentracbes estudadas ndo alteraram o padrdo de
fotossintese das sementes de L. sativa. Os valores do ensaio estdo

representados na Tabela 2.
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Tabela 2 - Ensaio de fotossintese das plantulas de L. sativa submetidas

ao extrato bruto etandlico e fragcdes de Dicksonia sellowiana

AMOSTRA | DAAMOSTRA | CLOROFILA | CLASSIFICAGAODO
(ng/mL) TOTAL KNOTT*
250 8,893 al
EXTRATO BRUTO 500 8,493 al
1000 8.490 al
250 8,390 al
F. HEXANO 500 8,497 al
1000 8,157 al
250 8,207 al
F. CLOROFORMIO 500 9,530 al
1000 9,233 al
250 9,593 al
£ ACETATO DE 500 9,507 a1
1000 8,013 al
250 7,963 al
F. RESIDUAL 500 8,310 al
1000 9,437 al
CONTROLE - 9,330 al

(*) — Amostras classificadas no mesmo grupo nao diferem estatisticamente.
Clorofila total: (absorbancia da clorofila a x 20,2) + (absorbancia da clorofila b x 8,02)

FONTE: O autor (2015)

O Grafico 2 apresenta os resultados obtidos no ensaio de fotossintese

através do resultado de clorofila total.
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FOTOSSINTESE
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Grafico 2 - Comparacédo da fotossintese total das plantulas das sementes

W 250 pg/mL
o 500 pg/ml
& 1000 pg/ml

@ Controle

Clorofila Total

CTL

L. sativa testadas com o extrato bruto e fracGes de Dicksonia sellowiana
comparadas ao controle agua

NOTA: (1) EB (Extrato Bruto); FH (Fragao Hexano); FCL (Fragdo Cloroférmio); FAE (Fracdo
Acetato de Etila) E FR (Fracao Residual) e CTL (Controle).
(2) ESTATISTICA REALIZADA PELO TESTE DE SCOTT-KNOTT (p<0,05)

FONTE: O autor (2013)

5.3.3 Respiracédo das raizes

Alguns autores relatam que os efeitos aleloquimicos sobre a germinacéo
das sementes podem estar relacionados com alteracées na respiracdo (Paula
et al.,, 2014). No ensaio de respiracdo radicular nenhuma fragcdo e o extrato
bruto influenciaram na respiracéo das raizes de L. Sativa, pois os valores das
absorbancias néo diferenciaram estatisticamente da absorbancia do controle.
Dessa forma, todas as fracbes e o extrato bruto nas trés concentracfes
estudadas nao alteraram o padréo de respiracdo dessas sementes. Os valores

do ensaio estao representados na Tabela 3
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Tabela 3 - Ensaio de respiracdo das raizes de L. sativa submetidas ao

extrato bruto etandlico e fracBes de Dicksonia sellowiana

CONCENTRAGAO A CLASSIFICACAO DO
AMOSTRA DA AMOSTRA ABS(‘%%Bn’?n’\;C'A TESTE DE SCOTT
(ng/mL) KNOTT*
250 0.101 al
EXTRATO BRUTO 500 0.181 al
1000 0.133 al
250 0.277 al
F. HEXANO 500 0.268 al
1000 0.205 al
250 0.243 al
F. CLOROFORMIO 500 0.217 al
1000 0.180 al
250 0.271 al
F. ACETATO DE
500 0.234 al
ETILA
1000 0.265 al
250 0.190 al
F. RESIDUAL 500 0.202 al
1000 0.191 al
CONTROLE ] 0.234 al

(*) — Amostras classificadas no mesmo grupo nao diferem estatisticamente.

FONTE: O autor (2015)

No Grafico 3 pode-se observar o resultado dos valores das

absorbancias para a respiracado das raizes.
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Grafico 3 - Comparacdo das absorbancias do ensaio de respiracédo das

raizes das sementes L. sativa testadas com o extrato bruto e fracdes de

Dicksonia sellowiana

NOTA: (1) EB (Extrato Bruto); FH (Fracdo Hexano); FCL (Frac&o Cloroformio);
FAE (Fracdo Acetato de Etila) E FR (Fracdo Residual) e CTL

(Controle).
(2) ESTATISTICA REALIZADA PELO TESTE DE SCOTT-KNOTT

(p<0,05)
FONTE: O autor (2015)

A germinacado e o crescimento séo alterados pelos aleloquimicos, mas
eles também alteram a assimilacdo de nutrientes, a sintese de proteinas, a
respiracdo, a fotossintese, as atividades enzimaticas e a permeabilidade da

membrana (Rice, 1984a).

5.3.4 Discussao

As substancias aleloquimicas sdo liberadas pelas plantas através de
lixiviacdo, exsudacédo radicular, volatilizacdo, decomposicdo de seus residuos
Ou outros processos, tanto em sistemas naturais quanto agricolas (Souza Filho,
Guilhon e Santos, 2010), causando diversos efeitos diretos e indiretos sobre
outras plantas. Os efeitos indiretos compreendem alterac6es nas propriedades
e caracteristicas nutricionais do solo e, também, nas populacdes bem como
nas atividades de microrganismos, nematoides e insetos. Ja os efeitos diretos
incluem alteragdes no crescimento e metabolismo vegeta (Rizvi et al., 1992),
englobando alteracbes em niveis celular, fitormonal, fotossintético e
respiratério, bem como absorcdo de nutrientes e nas relacdes hidricas (Rice,
1984b; Rizvi et al.,, 1992). Neste contexto, destaca-se a competicao por

elementos nutritivos, agua e raios solares, causado pelas plantas daninhas em
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areas de cultivo comercial, afetando o desenvolvimento e reduzindo a
produtividade e qualidade da cultura invadida (Tokura e N6brega, 2006).

Nos ensaios realizados na atividade alelopatica apenas o extrato bruto
na concetracdo de 1000 pg.mL™* apresentou resultados na velocidade de
germinacao, os outros ensaios nenhuma fragdo nem o extrato bruto apresentou
resultado. Estes resultados indicam que a espécie Dicksonia sellowiana nao
apresenta nenhuma substancia com carater aleloquimico com potencial

biotecnoldgico.



80

54 OBTENQAO DOS EXTRATOS VEGETAIS POR DIVERSOS METODOS
EXTRATIVOS, DOSEAMENTOS TOTAIS E ATIVIDADES ANTIOXIDANTES
541 OBTENQAO DOS EXTRATOS VEGETAIS

Os métodos de extracdo para obtencdo de extratos vegetais incluem
maceracao, infusdo, percolacdo, decocc¢do, extracdo continua quente (Soxhlet),
extragdo em contra-corrente, extracdo assistida por microondas, ultra-som,
fluido supercritico e turbolise. Além dos métodos extrativos, sdo diversos os
fatores que influenciam na extragcdo, como a parte do material vegetal utilizada,
a origem deste, o grau de processamento, o tamanho da particula, o solvente
utilizado, o tempo de extracdo, temperatura, polaridade e concentracdo do
solvente (Mishra e Tiwari, 2011).

Muitos estudos vém demonstrando a influéncia da extracdo no teor de
metabolitos secundarios (Vongsak et al., 2013; Bampouli et al.,, 2014;
Karabegovi¢ et al., 2014). Os extratos vegetais de Dicksonia sellowiana foram
obtidos a partir do material coletado, triturado em moinho de facas e martelos e
com granulometria abaixo de 500y, levando em consideracdo que quanto
menor o tamanho da particula, maior a facilidade do solvente permear a célula
e extrair suas propriedades (Migliato et al., 2011). A obtencdo dos extratos
vegetais esta descrito no item 4.5, os extratos foram obtidos por ultrassom,
turbdlise, maceracéo, infusdo, decoccdo e Soxhlet utilizando como solventes
etanol e solucéo hidroalcodlica 70%. O quadro abaixo contém todos os extratos
brutos obtidos pelos diversos métodos e as abreviaturas utilizadas nos
resultados a seguir.

Quadro 9 - Extratos brutos obtidos e suas abreviaturas

ABREVIATURA
Extrato Bruto Ultrasom Etandlico US-E
Extrato Bruto Ultrasom Hidroalcodlico US-HA
Extrato Bruto Turbdlise Etandlico TUR-E
Extrato Bruto Turbdlise Hidroalcodlico TUR-HA
Extrato Bruto Macerado Etandlico MAC-E
Extrato Bruto Macerado Hidroalcodlico MAC-HA
Extrato Bruto Decocto Etandlico DEC-E
Extrato Bruto Decocto Hidroalcodlico DEC-HA
Extrato Bruto Infusdo Etandlico INF-E
Extrato Bruto Infusdo Hidroalcodlico INF-HA
Extrato Bruto Soxhlet Etandlico SOX-E
Extrato Bruto Soxhlet Hidroalcodlico SOX-HA
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5.4.2 TEOR DE SOLIDOS TOTAIS DOS EXTRATOS BRUTOS

Os rendimentos de extracdo das frondes previamente secas e trituradas
estao dispostos na figura 25 e nos quadros 10 e 11. Levando em consideracéo
os resultados, pode ser visto que o método extrativo influencia diretamente nos
rendimentos dos extratos e que, além do método utilizado, o solvente também
influencia no conteudo final da extracdo. O rendimento de extracdo utilizando
etanol variou entre 365 mg (US-E) a 1540 mg (SOX-E) em 10 gramas de planta
seca, uma diferenca de + 76% entre as extracdes, por outro lado utilizando
solvente hidroalcodlico 70% o rendimento variou entre 1040 mg (US-HA) a
1480 mg (SOX-HA) uma diferenca de + 30% entre os métodos. O método por
Soxhlet mostrou a melhor eficiéncia de extracdo independente do solvente
utilizado que variou = 4% em ambas as extracdes, resultados semelhantes a
outros estudos realizados (Karabegovi¢ et al., 2014). Considerando que o
método utilizando Soxhlet foi realizado até a exaustdo completa do material
vegetal, com tempo de + 8 horas, estes rendimentos foram aceitos como teor

total de extrato de frondes de Dicksonia sellowiana.
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Método Extrativo

US-E TUR-E US-HA

MAC-E
Método Extrativo

DEC-E

Figura 25 - Rendimento de extracdo obtidos por diferentes técnicas a
partir de frondes de Dicksonia sellowiana. A) Extracbes Etandlicas, B)
Extracdes hidroalcodlicas.

Quadro 10 - Parametros Fisico-Quimicos das diferentes extracdes a frio

Parametros Fisico-Quimicos das diferentes extracdes a frio

Ultrasom Turbdlise Maceracao
US-E US-HA TUR-E TUR-HA MAC-E MAC-HA
Coloracgao Esverdeada | Esverdeada | Esverdeada | Esverdeada | Esverdeada | Esverdeada
pH 51 5,9 51 5,9 5,0 5,8
Teor de Solidos | 365mg /10g | 1,04g/ 10g | 585mg/10g | 1,31g/10g | 789mg/10g| 1,269/ 10g
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Quadro 11 - Paradmetros Fisico-Quimicos das diferentes extracbes a
guente

Pardmetros Fisico-Quimicos das diferentes extra¢des a quente

Decocto Infuséo Soxhlet
DEC-E DEC-HA INF-E INF-HA SOX-E SOX-HA
Coloracao Esverdeada | Esverdeada | Esverdeada | Esverdeada | Esverdeada | Verde Musgo
pH 51 59 51 6,0 5,2 5,6
Teor de So6lidos | 882mg /10g | 1,33g/10g |588mg/10g| 1,21g/10g | 1,54g/10g | 1,48g/ 10g

Levando em consideracdo ambos os solventes utilizados na extragao,
observa-se que o solvente hidroalcodlico a 70% possui melhor rendimento em
praticamente todos os métodos extrativos, exceto por Soxhlet que variou em
+4%. Este fator demonstra que o solvente hidroalcodlico é mais seletivo para a
extracdo dos metabdlitos presentes nas frondes de Dicksonia sellowiana,
estudos anteriores identificaram a presenca de taninos hidrolisaveis, taninos
condensados e flavonoides, grupos de metabolismo secundario com carater
mais polar (Rattmann et al., 2011).

Resultados semelhantes foram observados em outros estudos (Gnoatto
et al., 2007; Karabegovi¢ et al., 2014), onde a extracdo por Soxhlet utilizando
etanol obtiveram o0s melhores rendimentos extrativos. Os resultados
demonstram que o método extrativo, o solvente utilizado, o tempo e a
temperatura influenciam diretamente no rendimento total do extrato, porém &
preciso levar em consideracdo que muitas substancias sdo termo labeis e
outras podem sofrer modificacbes estruturais irreversiveis em altas
temperaturas (Yamini et al., 2008; Mishra e Tiwari, 2011). Estes resultados sao
de fundamental importancia para controle de qualidade do extrato vegetal,
mostrando a quantidade de sélidos extraidos do material vegetal seco, além de

colaborar para o isolamento de substancias.

5.4.3 ANALISE DOS EXTRATOS BRUTOS POR CROMATOGRAFIA
LIQUIDA DE ALTA EFICIENCIA

O perfil cromatografico dos extratos brutos foi analisado em 295 nm,
comprimento de onda que a maioria dos picos cromatograficos apresentou
maior intensidade. Através da analise dos cromatogramas € possivel verificar

uma similaridade entre os métodos a frio e a quente, variando na area de




83

determinados picos cromatograficos, principalmente na regido entre 20 a 30
minutos. Observa-se na figura 26 que ha diferenca na area de diversos picos
cromatograficos comparando os métodos extrativos a frio e o solvente utilizado.
A principal diferenga cromatografica além da &rea dos picos cromatograficos
estd na regido entre 35 a 45 minutos onde os métodos etandlicos
apresentaram maior concentracdo de picos cromatograficos, devido a
substancias de carater mais apolar, caracteristica que nos métodos
hidroalcodlicos foi minimizada pela polaridade mais alta do solvente.

Na figura 27, o perfil cromatogréfico dos métodos obtidos a quente é
possivel verificar a mesma similaridade encontrada nos cromatogramas da
figura 26, diferencas nas areas dos sinais na regido entre 20 a 30 minutos e na
regido de 35 a 45 minutos. Os cromatogramas que apresentaram maior area
dos picos na regido entre 20 e 30 minutos como as amostras TUR-HA, INF-HA
e DEC-HA obtiveram os melhores resultados no doseamento de polifendis e
flavonoides totais, concluindo que este aumento de sinais deve-se a presenca

destes metabalitos.
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Figura 26 - Perfil cromatografico das extragfes a frio das frondes de D.
sellowiana. A) MAC-E, B) MAC-HA, C) TUR-E, D) TUR-HA, E) US-E, F) US-

HA
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Figura 27 - Perfil cromatografico das extracdes a quente das frondes de D.
sellowiana. A) INF-E, B) INF-HA, C) SOX-E, D) SOX-HA, E) DEC-E, F) DEC-

HA

Estudo realizado por Herzi et al. (2013), demonstra diferencas
significativas quanto a natureza dos componentes e a quantidade destes no
gue se diz respeito ao método de extracdo, além de detectar na extracdo por

Soxhlet uma alta quantidade de substancias de alta massa molecular.
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5.4.4 DOSEAMENTOS E ATIVIDADES ANTIOXIDANTES POR METODOS
ESPECTROFOTOMETRICOS

As técnicas espectrofotométricas na regido do ultravioleta (UV), séo
amplamente aplicadas no doseamento de farmacos e na avaliacdo de
atividades bioldgicas, sendo bastante utilizada no setor de controle de
qualidade em industrias farmacéuticas, uma vez que cumpre requisitos
indispensaveis na rotina laboratorial como rapidez, baixo custo operacional e
elevada confiabilidade de resultados (Borba et al., 2013). Diversos ensaios
biolégicos envolvendo estas analises sdo realizados no setor da pesquisa
cientifica.

Para os doseamentos totais nos extratos brutos foram elaboradas curvas
de calibracdo para cada grupo quimico conforme descrito no item 4.8 utilizando
padrdes para a construcao da curva de calibracao (anexo 1).

Na andalise de doseamentos de grupos de metabdlitos secundarios
utilizando métodos espectrofotométricos (tabela 4), observa-se que o extrato
DEC-HA foi 0 que apresentou maior rendimentos de polifendis (256,5 mg EG g’
1, flavonoides (44,8 mg EQ g™) e proantocianidinas (140,4 mg EC g*), este
alto teor de substéancias fendlicas estdo relacionadas com a maior atividade
antioxidante pelos métodos DPPH (25,2 ug mL™) e reducdo do complexo
fosfomolibdénio (58,4%). Outros estudos demonstram esta correlacdo entre
conteudo de substancias fendlicas e atividade antioxidante (Campos et al.,
2014; Veber et al., 2015).

Na maioria das extracbes a utilizagdo do solvente hidroalcodlico
favoreceu a extracdo de substancias fendlicas diminuindo o ICsp Nno método
DPPH e aumentando a atividade pelo método fosfomolibdénio. Na extracéo
SOX-E os resultados de polifendis totais (180,4 mg EG g™) e flavonoides totais
(24,01 mg EQ g*') foram superiores ao SOX-HA, menos no teor de
proantocianidinas (67,0 mg EC g*), a atividade antioxidante em ambas as
extracbes foram semelhantes. Entre os métodos testados, 0 que mais se
destacou nos doseamentos totais seguido pela atividade antioxidante foram as
extracdes por DEC-HA, TUR-HA e INF-HA. Outro fator analisado foi o teor de
esteroides totais, que nao estd relacionado diretamente a atividade
antioxidante. Na tabela 4 verifica-se que com os solventes etandlicos obteve-se

teores superiores de esteroides que nas extracfes com solvente hidroalcodlico,
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fator que |justifica-se pelas polaridades diferentes entre este grupo de
substancias e o solvente extrator.

Resultados semelhantes ao da atividade antioxidante pelo método
fosfomolibdénio foram encontrados por (Bora et al.,, 2005) com a mesma
espécie, com uma atividade de 32,87% comparado com o padrao vitamina C,
os resultados encontrados nas extrac6es padronizadas pelo diversos métodos
demonstra que a variacdo do solvente e do método extrativo utilizado se

consiga extratos com menor ou maior poder redutor.

Tabela 4 - Teor de fendis totais, flavonoides totais, proantocianidinas
totais, esteroides totais e atividade antioxidante frente ao radical DPPH e
complexo fosfomolibdénio dos extratos brutos das frondes de Dicksonia

sellowiana obtidos por diversos métodos.

FenT FlavT ProT EstT DPPH Fosfo
(MgEG g") | (MgEQg™) | (MgECQ™) | (MgEEY’) | (IC50ug | (% VitC)

+ DP + DP + DP + DP ml™) + DP + DP
US-E 159,9%+0,03 | 21,1°+0,24 | 78,1%0,05 | 29,4°+0,19 | 36,5°+0,04 | 17,6°+0,20
US-HA 181,1%+0,06 | 22,7°+0,09 | 85,6+0,16 | 26,5%+0,17 | 35,2°+0,65 | 28,8'+0,43
TUR-E 174,5°+0,02 | 29,2°40,17 | 89,2%+0,15 | 65,8'+0,27 | 33,8°+1,17 | 24,2°°+0,27
TUR-HA  213,1'+0,165 | 38,6+0,18 | 109,6'+0,23 | 37,9°+0,55 | 27,5°+0,13 | 39,7°+0,96
MAC-E 192,7940,12 | 34,39%+0,04 | 91,1"+0,09 | 52,8%+0,06 | 35,5%+0,21 | 25,9%°+0,53
MAC-HA  180,7°+0,45 | 33,5%0,81 | 80,0°40,90 | 48,1'+0,14 | 36,5°+0,46 | 23,0°°+1,10
INF-E 178,2°+0,01 | 31,5+0,05 | 76,3°+0,12 | 67,740,75 | 37,30,10 | 22,5"+0,61
INF-HA 215,8'+0,04 | 39,1+0,62 | 113,1%+0,69 | 58,3"+0,03 | 37,040,02 | 22,9°°+0,23
DEC-E 193,2"+0,05 | 35,7"+0,40 | 100,5+0,11 | 73,2'+0,05 | 34,4°°+0,13 | 27,1°+0,46
DEC-HA  256,5"+0,10 | 44,7+0,06 | 140,4'+0,12 | 59,3'+0,07 | 25,2%+0,20 | 58,4"+0,36
SOX-E 180,4°+0,07 | 24,1°0,26 | 54,7°%+0,23 | 39,4°0,09 | 41,5%0,07 | 22,7°°+0,41
SOX-HA  163,9°#0,12 | 18,7°+0,16 | 67,0°+0,06 | 34,4°+0,16 | 42,6%0,17 | 22,2°+0,23

+ DP=+ desvio padrdo. *Resultados seguidos pela(s) mesma (s) letra (s) ndo difere estatisticamente (p <
0,05) entre si, pelo teste de Tukey.

As técnicas de doseamentos totais se baseiam em técnicas
espectrofotométricas juntamente com um padrdo, através da curva de
calibracdo possivel calcular a concentracdo destes metabdlitos nas diversas
técnicas realizadas. A técnica mais conhecida e utilizada para medir a
concentracdo de grupos de metabdlitos secundarios € a técnica de Folin-
Ciocalteau que mede a quantidade de polifendis presentes no extrato utilizando

como padrdo o acido galico. O reagente consiste de mistura dos acidos
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fosfomolibidico e fosfotunguistico, no qual o molibdénio e o tungsténio
encontram-se no estado de oxidagdo 6* porém, em presenca de certos agentes
redutores, como os compostos fendlicos, formam-se os chamados molibdénio
azul e tungsténio azul, nos quais a média do estado de oxidacdo dos metais
esta entre 5 e 6 e cuja coloracdo permite a determinagcdo da concentracdo das
substancias redutoras, que n&o necessariamente precisam ter natureza
fendlica.

Sobre as técnicas antioxidantes utilizadas, a atividade antioxidante pelo
meétodo de fosfomolibdénio baseia-se na reducdo do molibdénio (VI) a
molibdénio (V) que na presenca de determinadas substancias com capacidade
antioxidante, ocorre a formacao de um complexo verde entre fosfato/molibdénio
(V), em pH acido, determinado espectrofotometricamente, a 695nm. A atividade
antioxidante pelo método DPPH baseia-se na captura do radical DPPH (2,2-
difenil-1-picril-hidrazil), um radical livre e estavel devido a presenca de um
elétron sobressalente ao longo da molécula, pois este elétron ndo dimeriza, o
gue normalmente ocorre com os demais radicais livres. Esta solugéo apresenta
uma coloracdo violeta intensa, e quando em contato com uma substancia
antioxidante (doadora de hidrogénio) o radical passa para sua forma reduzida,
passando da coloracdo violeta para amarela, produzindo um decréscimo da
absorbancia a 518 nm.

A variacdo dos resultados obtidos nas técnicas de conteludos totais e
nas atividades antioxidantes foi aplicado em um grafico de box plot para estudo
destas variacdes (grafico 4). Esta metodologia permite uma visualizacdo da
variacdo dos resultados obtidos, o intervalo de variacdo dos dados, os valores
médios, assim como as comparagfes entre a concentracdo dos diferentes
contetdos e dos resultados antioxidantes. O eixo horizontal corresponde ao
fator de interesse e o eixo vertical a variavel a ser analisada, e tanto a altura da
caixa como o tamanho fornecem informacdes sobre a dispersdo dos dados.
Observa-se que a maior diferenca entre os dados obtidos nas extracdes com
ambos os solventes esta na quantidade de polifendis, proantocianidinas e
esteroides, este fator justifica-se pela escolha do solvente extrator onde a

presenca da agua confere uma polaridade mais alta que no etanol.
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Grafico 4 - Box-plot de média e variacdo dos fatores utilizados. FenT —
Fendlicos totais. FlavT — Flavonoides totais. ProT — Proantocianidinas
totais. EstT — Esteroides totais

A analise dos principais componentes (PCA) é uma analise multivariada
gue vem sendo muito utilizada em diversos estudos, mostrando a semelhanca
entre as amostras testadas através de uma matriz (Hossain et al., 2011; Patras
et al., 2011; Campos et al., 2014). Para esta analise utilizou-se todos os dados
obtidos nos doseamentos totais e as atividades antioxidantes em triplicata. O
fator 1 que explica 75,90% da analise refere-se aos doseamentos totais e o
fator 2 que explica 19,47% refere-se as atividades antioxidantes e as amostras
sdo consideradas semelhantes se estiverem no mesmo quadrante cartesiano
ou a uma distancia maxima de um quadrado, em todos os lados.

Analisando a figura 28 nota-se a diferenca entre os diversos tipos de
extratos, mostrando a semelhanca entre alguns extratos como SOX-E, SOX-
HA e US-E, mas também mostrando que os extratos TUR-HA e DEC-HA séo
0s extratos que se diferenciam dos demais, por apresentarem maios teores de

polifendis e melhores atividades antioxidantes em ambos 0os métodos.
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Figura 28 - Andlise dos principais componentes (PCA) pela similaridade
entre as caracteristicas quimicas e as propriedades antioxidantes dos

extratos obtidos por diversas técnicas com dois solventes extrativos

5.4.5 DEFINICAO DO EXTRATO BRUTO PARA A REALIZACAO DOS
TESTES BIOLOGICOS

Para definicdo do extrato bruto que sera utlizado nos ensaios
farmacologicos foram utilizados trés critérios. Primeiramente, foi avaliado na
literatura quais os extratos mais utilizados para estes ensaios. O segundo
critério baseou-se na analise do rendimento, e o terceiro critério avaliou 0s
dados estatisticos, comparando entre 0os doze extratos vegetais os teores totais
analisados com os parametros das atividades antioxidantes (DPPH e
fosfomolibdénio).

Utilizando o programa STATISTICA®, criou-se uma matriz utilizando
todos os resultados das triplicatas realizadas nos testes selecionados visando o
maior numero possivel de amostras a serem analisadas. A partir desta matriz,
foi realizada a analise estatistica multivariada, conhecida como PCA (Principal
Components Analysis). O PCA é um procedimento matematico muito utilizado
na analise exploratdria de dados. A analise de PCA dos dados dos extratos
brutos pode ser verificado na figura 28.

Através do grafico de PCA, é possivel verificar quais extratos séo

semelhantes de acordo com os dados utilizados. Observa-se que ha um
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acumulo de extratos (US-E, TUR-E, INF-E, MAC-E e DEC-E) em um mesmo
guadrante, todos tém em comum o mesmo solvente extrator, no caso o alcool.
E possivel verificar também que os extratos que utilizaram solvente extrator o
alcool 70%, variaram mais nos quatro quadrantes. Neste gréfico destaca-se o
extrato decocto hidroalcodlico (DEC-HA), que demonstrou ser o extrato que
apresentou maiores diferencas nesta andlise.

Levando em consideracdo todos os critérios estabelecidos, e tendo em
vista estudos farmacoldgicos, optou-se por trabalhar com extrato obtido por
Soxhlet etandlico por ser considerado, segundo a literatura, o extrato total da
espécie em questdo e por apresentar 0s maiores rendimentos extraiveis.
Apesar de nao ter apresentado os melhores resultados nos ensaios realizados,
vale ressaltar que os metabolitos estdo presentes no extrato vegetal, porém

diluidos em uma maior quantidade de material devido ao maior rendimento.
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5.5 OBTENQAO DOS EXTRATOS VEGETAIS DAS PARTES DA FRONDE,
ANALISE POR UPLC/MS, 'H-RMN, DOSEAMENTOS TOTAIS E
ATIVIDADES ANTIOXIDANTES.

As plantas produzem uma grande quantidade de compostos organicos
que servem varias funcbes nas plantas (Zuiter, 2014). Por exemplo, eles
fornecem protecdo contra herbivoros ndo sé atuando como toxinas e
dissuasores de alimentacdo, mas também ao servir como sinais de inimigos
herbivoros. Ambas as partes florais e vegetativos de muitas espécies
produzem substancias distintas em uma mesma espécie (Matarese et al.,
2014).

Diversos estudos vém demonstrando que a composicdo quimica das
diversas partes da planta se difere (Boscher et al., 1995; Naidoo et al., 2013;
Matarese et al., 2014), estando relacionado com o potencial biossintético das
células de cada tecido vegetal (Riffault et al., 2014). Neste sentido, estudos que
demonstram as diferencas metabolicas de cada 6rgdo vegetal sdo necessarios
com a finalidade de verificar a diferenca quimica entre os tecidos e qual o

orgao mais interessante farmacologicamente.

5.5.1 PREPARO DOS EXTRATOS VEGETAIS

Para avaliacdo das propriedades das partes das frondes, as mesmas
foram secas em estufa de circulacdo de ar a 50°C por um periodo de 36 horas
e, apos este processo, foi realizado manualmente a separacéo das partes das
frondes, resultando em trés partes: a raque, a pinula e o foliolo.

O objetivo € verificar em qual parte da fronde que concentra maior
rendimento de materiais sélidos, as substancias presentes e as atividades
biologicas. Para estas atividades, foi preparado extrato bruto hidroalcodlico a
70% por turbdlise conforme descrito no item 4.5.1.2. Estes extratos foram
concentrados em rota-evaporador e particionados em funil de separacdo com
solventes de polaridade crescente (hexano, cloroférmio e acetato de etila), e
apos particionamento as fracdes secas em banho-maria a 50°C.

Os motivos pelos quais esta extracdo foi escolhida foram: a quantidade
de material de cada parte da fronde e pelo fato de que a raque e a pinula

apresentaram uma textura muito rigida, deste modo, 0 equipamento
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empregado nesta técnica poderia romper este material e favorecer a extracdo

do mesmo.

5.5.2 CONTROLE FISICO-QUIMICO DOS EXTRATOS DAS PARTES DA
FRONDE

Para o controle fisico-quimico dos extratos vegetais foram escolhidas
guatro técnicas de avaliagdo. A primeira técnica empregada foi a avalicdo dos
rendimentos do material fresco, seco e do rendimento final de extragdo. A
segunda técnica emprega a utilizacdo de HPLC-DAD e HPLC-MS analisando a
composi¢cdo quimica das fracdes acetato de etila das partes e verificando a
diferenca entre as mesmas. A terceira técnica utilizou um screening por RMN
de 'H verificando a concentracéo dos sinais nas bandas e depois analisado por
técnica quimiomeétrica por PCA verificando a semelhanca entre os extratos. A
guarta técnica utilizou doseamento de polifendis pelo método de Folin-
Ciocalteau e atividade antioxidante pelo método de DPPH, ambas as técnicas

com avaliacao espectrofotomeétricas.

5.5.2.1 Rendimento por parte da Fronde

Para avaliacdo dos rendimentos, inicialmente verificou-se o rendimento
do material fresco de cada 6rgao do vegetal, do material seco e o rendimento
do extrato seco de cada 6rgdo em relacdo ao extrato bruto. Esta analise teve
como finalidade verificar qual 6rgdo possui 0 maior peso, tanto no material

fresco quanto no material seco, com seu respectivo rendimento de extracao.

Tabela 5 - Teor de material e de residuo seco por 6rgdo vegetal de

Dicksonia sellowiana

% do material| % do material | % do rendimento

fresco em relacédo | seco em relacdo | de extrato seco

a fronde a fronde
Fronde 100 100 7,09
Raque 52,39 39,06 3,99
Pinula 8,56 9,16 4,21

Foliolo 39,05 51,78 10,13
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7

Através da obtencdo de sdlidos totais € possivel interpretar
guantitativamente a presenca total de matéria que ndo seja agua em uma
amostra, seja na forma de substancias dissolvidas, coloidais ou em suspenséo.
O teor de sdlidos totais e da matéria seca € obtido pela pesagem do residuo da
evaporacao de uma amostra, que corresponde ao residuo da desidratacdo da
amostra e € utilizado para calcular a quantidade de amostra para 0s ensaios
sem a presenca de agua.

Em relagdo aos resultados obtidos em % de material fresco em relagéo
com a fronde, a raque € a que apresenta o maior peso (52,39%) em relacdo ao
material como um todo, porém quando seco os valores se invertem e 0 maior
rendimento de material seco antes da extracdo € do foliolo (51,78%). Esta
inversao de valores possivelmente se da pela quantidade de agua presente na
raque antes da extracdo, pois este 0rgao apresenta uma maior quantidade de
fibras também servindo de sustentacéo para a fronde.

O rendimento de extrato seco foi maior para o foliolo (10,13%) em
relacdo aos outros materiais, sendo superior que o rendimento da fronte inteira
(7,09%). Este valor é possivel pelo fato de que os rendimentos da raque e da
pinula foram os menores, estes dois 6rgdos sdo mais fibrosos e com uma
dureza maior. Outros trabalhos demonstram que materiais mais fibrosos como
raiz, caule e casca apresentam rendimentos menores que de folhas (Kalegari,
2014; Paula, 2014)

5.5.2.2 Analise das fracOes acetato de etila das partes da fronde por
UPLC-MS

O isolamento e caracterizacdo estrutural na area de produtos naturais €
essencial no conhecimento dos constituintes quimicos presentes nas espécies
vegetais. Na caracterizacdo destes constituintes quimicos existem diversas
técnicas, entre elas a espectrometria de massa (MS) é um dos métodos mais
importantes para a caracterizacdo de compostos naturais, mesmo em uma
mistura sem separacdo € possivel obter diversas massas devido a sua
sensibilidade e baixos niveis de consumo de amostra (Abu-Reidah et al., 2015).

A cromatografia liquida acoplada a espectrometria de massa (LC-MS)
tem se tornado cada vez mais importante na rapida separacdo e analise de

produtos naturais (Karioti et al., 2014). Diversos estudos tem utilizado deste
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recurso na tentativa de identificar os compostos fendlicos presentes no extrato
e fracOes acetato de etila (Gonzalez-Gémez et al., 2010; Karioti et al., 2014,
Abu-Reidah et al., 2015).

Os espectros de massas das substancias presentes na fragdo acetato
de etila do foliolo estdo presentes nas figuras 29, 30 e 31.
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Figura 29 - Espectro de Massas das substancias 1,2 e 3
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Figura 30 - Espectros de massas das substancias 4,5e 6
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Figura 31 - Espectro de massas da substéncia 7

A partir da analise dos espectros de massas foi possivel identificar sete
substancias relacionadas com as massas obtidas e com as fragmentacoes,
como pode-se visualizar nas figuras anteriores. Das sete substancias, quatro
delas séo derivadas do flavonoide Kaempferol.

Na identificacdo dos derivados do Kaempferol (substancias 3,5, 6 e 7
conforme tabela 6), a perda das unidades de acucares levou a formacédo do
fragmento referente a aglicona desprotonada (m/z 285). As moléculas de
acucar foi levado em consideracdo as massas como ha substancia 3 que
apresentou o ion molecular desprotonado [M-H]" em m/z 431 e a perda de uma
unidade de ramnose levou a formacdo do fragmento referente a aglicona
desprotonada (m/z 285).

Na identificacdo da substancia 3 (Quercetina-3-O-glucoside-7-0O-
rhamnoside) apresentou [M-H]' em m/z 609. A perda de uma unidade de
ramnose [M-146+H]" levou a formacgédo do fragmento (m/z 463) e a perda de
uma unidade de glicose [M-162+H]" levou a formac&o do fragmento referente a
guercetina desprotonada (m/z 301).

Na tabela 6 encontram-se as sete substancias identificadas bem como
suas massas, fragmentos, tempo de retencdo na cromatografia e intensidade

no cromatograma referente a cada érgéo avaliado.



Tabela 6 - Composicao quimica da fracdo acetato de etila dos trés 6rgaos de Dicksonia sellowiana
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Fragmentos . 1
. TR? MS?t ; Formula MS e .
Pico (min) | [M-H]" Negativos Molecular | [M + Na]* Proposta de Identificagéo Fronde [Raque [Pinula
Relevantes
1 2,76 153 - C7HeO4 - Acido 3,4-dihidroxibenzdico
711, 693,
2 6,61 863 573,451, | C47H42018 - Trimer-flavan-3-ol tipo A
411, 299
3 10,71 | 431 285 C21H20010 - Kaempferol-3-O-Rhamnoside
4 | 1144 | 609 | 463,301 |CyHuOw| 633 |Quercetin-3-O-glucoside-7-O-
rhamnoside
5 12.54 593 447, 285 CoHaoO1s 617 Kaempfe.roI-S-O-gIu003|de-7-0-
rhamnoside
609, 593
' ' Kaempferol-3-O-rhamnosyl(1-
6 15,24 | 755 46%’8%23’ Ca3H40020 779 >2)glucoside-7-O-rhamnoside
593, 453, Kaempferol-3-O-glucoside-2""-
! 1569 | 739 285 CasHaoO10 763 rhamnoside-7-O-rhamnoside
Legenda:

Foliolo

I:l Auséncia de pico cromatografico :\ Média intensidade do pico cromatografico - Maior intensidade do pico cromatografico
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Figura 32 - Substancias identificadas por espectroscopia de massas dos

orgaos da espécie Dicksonia sellowiana.
Legenda: 1. Acido 3,4-dihidroxibenzéico, 2. Trimer-flavan-3-ol tipo A, 3. Kaempferol-3-O-

Rhamnoside, 4. Quercetin-3-O-glucoside-7-O-rhamnoside, 5. Kaempferol-3-O-glucoside-7-O-
rhamnoside, 6. Kaempferol-3-O-rhamnosyl(1-2)glucoside-7-O-rhamnoside, 7. Kaempferol-3-O-

glucoside-2”-rhamnoside-7-O-rhamnoside.

Para identificacdo da substancia 3 com m/z 863 utilizou comparacéo
com a literatura, levando em consideracdo a elevada massa molecular e os

fragmentos de massa (Foo et al.,, 2000). Os cromatogramas da fronde e dos
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seus respectivos 6rgaos pode ser visualizado na figura 33, verificando também

a intensidade dos picos cromatograficos.
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Figura 33 - Cromatogramas da fracdo acetato de etila dos 6rgédos da

fronde de Dicksonia sellowiana. A) Cromatograma da Fronde,

B)
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Cromatograma da Raque, C) Cromatograma da Pinula, D) Cromatograma
do Foliolo.

5.5.2.3 Screening por RMN de 'H dos extratos brutos da fronde e das
partes

Uma grande variedade de técnicas analiticas tém sido utilizadas com a
finalidade de identificar os compostos presentes em matérias-primas
complexas. Cada técnica tem as suas préprias vantagens e desvantagens.
Entre as técnicas utilizadas, duas tem maior destaque, que sdo: a
espectrometria de massa (MS) e espectroscopia de ressonancia magnética
nuclear (RMN) (De Combarieu et al., 2015).

A andlise por RMN é ideal para detectar uma grande variedade de
metabolitos em uma mistura, de forma inerentemente, quantitativa e imparcial.
Em comparacdo com MS, espectroscopia de RMN tem uma gama maior de
deteccdo e € menos tendencioso uma vez que os resultados de andlises
baseadas em MS dependem muito da escolha das condi¢cbes de ionizacdo e a
instrumentacdo utilizada (Mahrous e Farag, 2015). Embora RMN seja menos
sensivel do que outros métodos espectroscopicos além de poder sofrer
sobreposicao de sinal, o uso de espectros RMN multidimensional podem ajudar
neste aspecto, além disto o RMN tem a vantagem de ser um detector universal
podendo identificar as moléculas com a mesma eficiéncia (De Combarieu et al.,
2015).

Na técnica por RMN uma faixa de 30 a 150 metabdlitos podem ser
identificados a0 mesmo tempo no espectro de *H, o que é muito Gtil na andlise
de extratos vegetais. O desvio quimico e os valores de integracdo dos picos
observados sdo usados para criar um conjunto de dados que pode ser
utilizados em analises multivariadas tais como andlise de agrupamento
hierarquico (HCA) e analise do componente principal (PCA). Estes métodos
guimiométricos executam a funcdo de agrupar a maioria das amostras
semelhantes, fornecendo informacédo entre os similares (Bhatia et al., 2013).

Na analise de RMN do extratos brutos dos o6rgdos da fronde de
Dicksonia sellowiana, observa-se um acumulo de sinais na regido entre 3,5 a
4,5ppm, sinais caracteristicos da regido de acucares. Na regido entre 0,5 a 2

ppm ha também um acumulo de sinais na pinula e no foliolo, estes sinais sdo
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caracteristicos de hidrogénios metilicos, metinicos e metilénicos referentes a
acidos graxos. Na figura 34 demonstra os quatro espectros de 'H com a

respectiva andlise de PCA realizada.
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Figura 34 - A) Espectro de RMN de 1H do extrato bruto total e extratos
brutos das partes da fronde; B e C) Analise quimiométrica por PCA do
espectro de RMN de 1H.

Analisando os dados obtidos pela analise de PCA, observa-se que o
extrato bruto da fronde é mais similar ao extrato bruto da pinula, e os outros
dois extratos se diferem entre si e das demais amostras. A andlise de PC1
explica 79,10% dos dados obtidos.



103

Analisando os espectros de RMN, observa-se diferencas significativas
entre os espectros de 'H. Estas diferencas nos sinais correspondem a
diferenca de metabdlitos que existem entre os extratos dos 6rgdos da fronde.
Os extratos que mais se assemelham entre si € o extrato da fronde e do foliolo,
possivelmente pela quantidade de metabdlitos extraidos.

5.5.2.3 Doseamento de polifendis e atividade antioxidante dos extratos
brutos da fronde e suas partes

Os compostos fendlicos sdo comumente encontrados em plantas
comestiveis e ndo comestiveis, e tém sido referidos como tendo multiplos
efeitos bioldgicos, incluindo a atividade antioxidante (Beara et al., 2015). Os
extratos brutos de frutas, ervas, vegetais, cereais e outros materiais vegetais
ricos em compostos fendlicos sdo cada vez mais interessantes para as
industrias alimenticias com a finalidade de retardar a degradacéo oxidativa dos
lipidios e, assim, melhorar a qualidade e valor nutricional dos alimentos
(Kéhkonen et al.,, 1999). A importancia dos componentes antioxidantes de
materiais vegetais na manutencdo da saude e protecdo contra doencas
coronarias e cancer também aumentou o interesse entre 0s cientistas,
fabricantes de alimentos e consumidores, como tendéncia em alimentos
funcionais com efeitos especificos na saude (Rice-Evans, Miller e Paganga,
1997; Zhu et al., 2015).

A avaliacdo da atividade antioxidante pelo método DPPH e o
doseamento de polifendis pelo método de Folin-Ciocalteau foram realizados
com a finalidade de verificar qual 6rgédo da fronde com maior teor de compostos
fendlicos, consequentemente com a maior atividade antioxidante.

Os resultados de fendlicos totais e da atividade antioxidante pelo método

DPPH estéo expostos na tabela 7.



104

Tabela 6 - Fendlicos totais e atividade antioxidante dos 6rgdos e da
fronde de Dicksonia sellowiana

FenT (mg.g™) DPPH (IC50 ug.mL™
Fronde 207,13 + 0,346 42,89 + 1,492
Raque 51,86 + 0,127 156,28 + 0,884
Pinula 174,05 + 0,433 59,61 + 0,227
Foliolo 217,84 £ 0,321 40,65 + 0,346

7z

Através dos resultados é possivel verificar que o 6rgdo que obteve
melhor atividade antioxidante e maior teor de compostos fendlicos foi o foliolo
seguido do extrato da fronde. Estes resultados corroboram com o0s obtidos
anteriormente neste estudo, onde foi verificado a presenca de flavonoides no
foliolo e no extrato da fronde com maior intensidade do que na raque e na
pinula, influenciando diretamente na atividade biologica.

A guantidade de compostos fendlicos esta diretamente relacionada ao
aumento da atividade antioxidante, neste sentido o foliolo foi 0 que apresentou
os melhores resultados nesta atividade. A raque foi o0 6rgdo que apresentou 0s
menores resultados, na analise de LC-MS foi verificado que este 6rgao era o

que apresentava menor teor nos COmpostos estudados.

5.5.3 DISCUSSAO

Todos os ensaios realizados com os 6rgdos da fronde de Dicksonia
sellowiana corroboram na identificacdo do 6rgao responsavel pelo potencial
terapéutico da espécie. Em todos 0s ensaios 0 0rgado que mais se destacou foi
o foliolo, apresentando maior rendimento de extracdo, maiores teores de
fendlicos totais pelo método de Folin-Ciocalteau, maior atividade antioxidante,
maior intensidade dos flavonoides identificados por espectroscopia de massas
e na analise de PCA dos extratos brutos por RMN, o foliolo foi o extrato que
mais ficou proximo do extrato bruto da fronde.

Analisando os resultados, observa-se que a raque € a gque apresenta
resultados menos expressivos, desde o rendimento de extracdo até a
guantidade de fendlicos totais bem como a atividade antioxidante. Estes
resultados corroboram com outros estudos em que materiais de sustentacéo

como raque, caule, raizes, casca, etc, sdo ricos em fibras e agua,
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apresentando menor rendimento de extragdo e menor quantidade e variedade
de metabdlitos secundarios (Sousa, C. D. M. et al., 2007; Zanella et al., 2012).
Através dos resultados obtidos por diversas técnicas analiticas é
possivel verificar que a atividade antioxidante da espécie vegetal Dicksonia
sellowiana, se concentra nos foliolos seguido da pinula e da raque
respectivamente. Porém, como trata-se de uma espécie ameacada de
extingdo, elaborar apenas extratos do foliolo desprezando as demais partes
colaboraria ainda mais com a extin¢do da espécie. Como os resultados entre a
fronde e do foliolo sé@o similares, e a andlise por PCA do RMN demonstra este
fato, a utilizacdo da fronde inteira nos ensaios farmacoldgicos sao refor¢cados

pela semelhanca quimica e bioldgica entre estas amostras.
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5.6 ISOLAMENTO E IDENTIFICACAO DAS SUBSTANCIAS DA FRACAO
HEXANO DA FRONDE
5.6.1 B-Sitosterol

A partir da fragdo hexano foi feita uma coluna cromatografica e isolado
um composto e este foi identificado por RMN de 'H e *C. A substancia
denominada VBO1 extraida da fracdo hexanica, tem aparéncia de cristais
esbranquicados. Conforme pode ser visualizado na figura 35, a presenca do H-
3 (multipleto) na regido de 3,55-3,51 ppm e do hidrogénio olefinico H-6 em &H
5,35 ppm (J = 5,1 Hz, d) e 0 acimulo de sinais na regido de 0,60 - 2,40 ppm
atribuidos a presenca de varios hidrogénios metilicos, metinicos e metilénicos
sdo sinais caracteristicos do esterdide B-sitosterol. Pela analise dos espectros
de RMN *C e DEPT135 (Figuras 37 e 38) pode-se observar entre outros,
sinais de carbonos insaturados em 8C 140,76 (C), 121,74 (CH). Os dados de
RMN estao presentes na tabela 08 e figuras 35, 36 e 37.

21 29

19

18

HO

Figura 35 - Estrutura elucidada VBO1 (B-Sitosterol).

Com massa molecular de 414,71, ponto de fusdo em 140°C e derivado
da via do mevalonato, o B-sitosterol € uma esteroide presente em diversas
espécies vegetais, estando presente nas membranas celulares das plantas
como reforcador de membranas (Kongduang, Wungsintaweekul e De-
Eknamkul, 2008). Entre estes fitoesterais, o p-sitosterol tem sido principalmente
0 centro das atencdes pelo cientistas e industrias farmacéuticas.

Em uso humano, o B-sitosterol é utilizado como suplemento para o
tratamento de hipercolesterolemia, hiperplasia benigna da préstata e também
para proteger contra doencas cardiovasculares (Hamedi et al., 2014; Wu et al.,
2014). Além disso, devido a sua propriedade de reducdo do colesterol bem

conhecido (Wong, 2014), esta substancia sozinha ou em combinacdo com
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outros fitoesterdis (na forma livre ou esterificado) é utilizado em uma variedade

de alimentos, tais como suco de frutas, leite e iogurte (Hamedi et al., 2014).

Tabela 7 - Comparacédo dos dados de deslocamentos quimicos de RMN 13C
(50,14 MHz em CDCI3) de VBO1 com os dados da literatura para B-sitosterol.

C VBO1 B-Sitosterol
1 37.26 37.25
2 31.68 31.64
3 71.82 71.81
4 42.32 42.29
5 140.76 140.73
6 121.74 121.72
7 31.92 31.89
8 31.92 31.89
9 50.15 50.12
10 36.53 36.40
11 21.10 21.08
12 39.79 39.78
13 42.33 42.29
14 56.77 56.75
15 24.33 24.30
16 28.26 28.24
17 56.06 56.05
18 11.88 11.87
19 19.42 19.38
20 36.17 36.16
21 19.04 19.03
22 33.96 33.94
23 39.79 39.12
24 45.85 45.83
25 26.08 26.03
26 18.78 18.76
27 19.82 19.81
28 23.07 23.06
29 11.99 11.99

Fonte do pB-sitosterol: W. DAVID NES; ROBERT A. NORTON; MABRY

BENSON (1992).
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Figura 36 - Espectro de RMN 'H para VBO1 (B-sitosterol) (200,12 MHz) em
CDCI3.
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Figura 37 - Espectro de RMN **C para VBO1 (B-sitosterol) (50,56 MHz) em
CDCI3.
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Figura 38 - Espectro de RMN **C/DEPT para VBO1 (B-sitosterol) em CDCls.

Em relacdo a seguranga ao uso de B-sitosterol como um suplemento
disponivel em farméacias e industrias de alimentos, foram abordados em
diferentes estudos in vivo e clinicos (Nestel et al., 2001; Clifton et al., 2004). A
falta de quaisquer efeitos adversos nestes estudos levou a aprovacao pelo FDA
de seguranca para a utilizacdo de fitoesterdis e seus derivados esterificados
nos EUA e do Comité Cientifico da Unido Europeia, exceto para os individuos
com sitosterolemia, uma desordem autossémica recessiva rara (Lee, Lu e
Patel, 2001).

5.6.2 MISTURA DE FITOSTEROIS

No espectro de 'H no RMN (Figura 39) observam-se sinais
caracteristicos de hidrogénios olefinicos trans em 6H 5,15 ppm (J = 8,2 € 15,2
Hz, dd) atribuido ao H-22 e dH 5,01 ppm (J = 8,2 e 15,2 Hz, dd) atribuido ao H-
23 do estigmasterol. A presenca do H-3 (multipleto) na regido de 3,52 ppm e do
hidrogénio olefinico H-6 em &H 5,35 ppm (J = 5,1 Hz, d) e 0 acumulo de sinais
na regido de 0,60 - 2,40 ppm atribuidos a presenca de varios hidrogénios
metilicos, metinicos e metilénicos sao sinais caracteristicos dos esteroides [3-
sitosterol, estigmasterol e campesterol. Pela analise dos espectros de RMN *C
(Figura 40) e DEPT pode-se observar entre outros sinais de carbonos
insaturados em 8C 140,77 (C), 121,72 (CH), 138,33 (C) e 129,28 (CH).
Baseado nos dados espectrais de RMN *H e *3C e por comparacao destes com
os dados encontrados na literatura (ANDRADE, 2003) (Tabela 9) a mistura de

0

ppm
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fitosterdis foi identificado como uma mistura de B-sitosterol, estigmasterol e
campesterol.

Tabela 8 - Deslocamentos quimicos de RMN *3C (50,14 MHz em CDCls) da

mistura de fitosterois

C B-sitosterol Campesterol | Estigmasterol
1 37,27 37,27 37,27
2 31,65 31,65 31,65
3 71,82 71,82 71,82
4 42,29 42,29 42,29
5 140,77 140,77 140,77
6 121,72 121,72 121,72
7 31,91 31,91 31,91
8 31,91 31,91 31,91
9 50,15 50,15 50,15
10 36,52 36,52 36,52
11 21,09 21,09 21,09
12 39,79 39,79 39,79
13 42,29 42,29 42,29
14 56,78 56,78 56,78
15 24,32 24,32 24,32
16 28,26 28,26 28,26
17 56,07 56,07 56,07
18 11,87 11,87 11,87
19 19,41 19,41 19,41
20 36,16 36,16 40,5
21 19,04 19,41 21,22
22 33,96 33,96 138,3
23 39,79 39,79 129,2
24 45,85 45,85 51,25
25 26,09 26,09 19,04
26 18,79 18,79 19,04
27 19,83 19,41 19,41
28 23,08 23,08 25,42
29 11,99 - 11,99
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Figura 41 - Espectro de DEPT RMN da mistura de fitosterois
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Figura 42 - Estruturas dos esterdides identificados na mistura
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B-sitosterol (24a-ethylcholesterol), campesterol (24a-methylcholesterol),
e estigmasterol (A22, 24a-ethylcholesterol) sdo exemplos de esterdis que sédo
predominantemente encontrados em plantas superiores, bem como na
alimentagdo humana (Kongduang, Wungsintaweekul e De-Eknamkul, 2008).
Estes esteroides diferem quanto a configuracdo da cadeia lateral e ao padrédo
de ligacdo do anel esteroide. A hidrogenacédo dos fitosterdis forma fitosteroéis
saturados, tais como o campestanol e o sitostanol, denominados estandis
(Martins et al., 2004).

No organismo humano, os fitosteréis atuam na diminuicdo da absorcéo
de colesterol no intestino delgado, através de um mecanismo de competicdo
com consequente aumento na excrecao fecal do colesterol. Esta competicéo
ocorre porque a estrutura quimica dos fitosterois é semelhante a do colesterol,
diferindo no tamanho da cadeia (Wu et al., 2014). Os fitosterdis saturados
atuam com maior eficiéncia na absorcdo do colesterol do que os fitosterois

insaturados como o B-sitosterol (Martins et al., 2004).
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5.7 ESTUDOS REALIZADOS COM A SUBSTANCIA ACIDO GALICO
5.7.1 CARACTERISTICAS FiSICO-QUIMICA DO ACIDO GALICO

O acido gélico (figura 43) é um &cido orgéanico, quimicamente conhecido
como &cido 3,4,5-triidroxibenzdico, sendo encontrado em diversas espécies de
vegetais. Com férmula quimica € CgH2(OH)3COOH, o &cido gélico é encontrado
na forma livre e também como parte de taninos. Para os ensaios, foi utilizado o
padréo &cido galico (Sigma-Aldrich), para elucidacdo das caracteristicas fisico-
guimicas da substancia foram utilizadas as técnicas de espectroscopia de
absorcéo ultravioleta, ressonancia nuclear magnética, ponto de fuséo e através
de técnica de HPLC.

HO O

HO OH

OH

Figura 43 - Estrutura quimica do Acido Galico

O espectro de absorcdo na regido do UV do acido galico (figura 44)
apresentou bandas de absorcdo em 273 nm e 222 nm semelhante ao descrito
por outros trabalhos (Takeshita, Sakagami e Itoh, 1969).
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Figura 44 - Espectro de absorcdo no UV do &cido galico
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https://pt.wikipedia.org/wiki/Carbono
https://pt.wikipedia.org/wiki/Hidrog%C3%AAnio
https://pt.wikipedia.org/wiki/Oxig%C3%AAnio
https://pt.wikipedia.org/wiki/Carboxila
https://pt.wikipedia.org/wiki/Tanino
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Analisando os espectros de RMN, verificou-se o aparecimento de sinais
de 5= 5,10 ppm no espectro ‘H-RMN, respectivo as 3 hidroxilas no anel
aromatico e um sinal em &= 7,08 ppm correspondente aos dois hidrogénios do
anel aromético que séo correspondentes, esses valores indicam a presenca de
nacleo aroméatico, que se confirmou pela presenca de cinco sinais de carbono
acima de = 100 ppm, no espectro de *C-RMN, sendo que o sinal 169,05 ppm
ocorreu em regido tipica para carbonila, restando os quatro sinais do ndcleo

aromatico.
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Figura 45 - Espectro de H-RMN do acido galico
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Figura 46 - Espectro de C-RMN do Acido Galico

O cromatograma do padrdo Acido Galico demonstra a pureza da
substancia que serd utlizada nos demais ensaios, conforme pode ser

visualizado na figura 47.

T
[ppm]
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Tabela 9 - Tempo de retencdo e lambda maximo da substancia &cido

gélico
Pico Tempo de Retencao Lambda M&ximo
1 5,58 minutos 273 nm

..............................................................

Figura 47 - Cromatograma do Acido Galico

Estes ensaios fisico-quimicos comprovam a pureza da substancia para a

realizacdo das demais atividades biolégicas.

5.7.2 ATIVIDADE ANTIOXIDANTE

Para avaliacdo da atividade antioxidante do acido foi utlizado dois
modelos de atividade antioxidante comparando com dois padrdes reconhecidos
por sua atividade antioxidante. Os modelos utilizados foram a reducédo do
complexo fosfomolibdénio e por DPPH utilizando como padrdes a vitamina C e
rutina.

Na atividade antioxidante pelo método fosfomolibdénio o &cido galico
apresentou atividade superior ao padrdo rutina e inferior ao padrdo acido

ascorbico, como visualizado na tabela 11.
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Tabela 10 - Atividade antioxidante do acido galico pelo método de

fosfomolibdénio

Amostra

Atividade Antioxidante
em

relacdo a rutina (%)

Atividade Antioxidante em

relacdo a vitamina C (%)

Acido Galico (200 ug/mL)
Rutina (200 pg/mL)

Vitamina C (200 pg/mL)

158,21
100

292,82

47,60
34,15

100

Resultados semelhantes foram encontrados na avalicdo da atividade

antioxidante pelo método DPPH, conforme pode ser visualizado na tabela 12.

Tabela 11 - Atividade antioxidante do acido galico pelo método DPPH

Amostra IC50 (ug) + DP Classificacdo do Teste de Tukey
Vitamina C 4.4696 * 0,029501 al
Acido galico 4,850367 +0,003412 |al
Rutina 5.6510 + 0,158521 al

O gréfico 5 mostra a proximidade da porcentagem de atividade

antioxidante em relacdo as concentracfes do acido galico frente aos padrdes

vitamina C e rutina.
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Gréafico 5 - Relacdo da atividade antioxidante do acido galico frente aos

padrdes vitamina C e Rutina
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A atividade da substancia acido galico € bem relatada na literatura
cientifica (Inoue et al., 2000; Ossipov et al., 2003; Badhani, Sharma e Kakkar,
2015), e, através dos experimentos, € possivel verificar que em ambos os
ensaios realizados o acido galico obteve uma atividade entre os padrbes
testados, ja conhecidos por sua atividade antioxidante.

A atividade da substancia por ambos os modelos sugerem que a
substancia € versatii quanto a um mecanismo de acdo. No ensaio de
fosfomolibdénio é possivel verificar o poder redutor da substancia, ja no modelo
do DPPH verificou-se o sequestro do radical livre. Outros trabalhos sugerem
ainda que o acido galico possui acdo contra a peroxidacao lipidica (Badhani,
Sharma e Kakkar, 2015).

Estas atividades sdo de fundamental importancia com a finalidade de
verificar possiveis acfes do acido géalico, como por exemplo, em modelos de
atividades antitumorais, onde esta substancia tem demonstrado um potencial
enorme com grande versatilidade (Chia et al., 2010; Locatelli, C., Filippin-
Monteiro, F. B. e Creczynski-Pasa, T. B., 2013; Subramanian et al., 2014).
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5.7.3 ATIVIDADES ANTINEOPLASICAS NO MELANOMA

O melanoma € um tipo de cancer de pele proveniente da transformacgéo
maligna de melandcitos, células responséaveis pela produgcdo de melanina. Sua
incidéncia é baixa quando comparada com a de outros tipos de tumores de
pele, representando apenas 4% destes, mas € o mais letal de todos eles. A
incidéncia deste tipo de cancer tem aumentado mais do que qualquer outro tipo
de cancer. Apresentando taxa de sobrevida maior que 90% quando detectado
precocemente, esta diminui para 60% em formas mais avancadas como
melanoma estagio Il, para 10% em melanoma estagio lll, ou até para completa
fatalidade em casos de melanoma estagio IV (Silva e Jasiulionis, 2014).

A radiacao ultravioleta (UV) tem sido reconhecida como o principal fator
ambiental implicado na alteracdo da sintese de melanina, regulados
principalmente pela tirosinase nos melandcitos e/ou células de melanoma
(Slominski et al., 2004). Alguns efeitos nocivos sobre a pele devido a produgéo
excessiva de melanina tem sido extensivamente estudados (Su et al., 2013;
Chaabane et al.,, 2014), porque a melanina pode possuir propriedades tanto
fotoprotetores ou fototoxicas e seu excesso pode ser biologicamente toxico e
mutagénico que provavelmente aumenta o risco de melanoma maligno,
especialmente em individuos de pele clara (Panich et al., 2012).

O melanoma € altamente resistente a quimioterapia convencional; € uma
doenca invasiva que mostra metastases preferencial para o cérebro, pulméao,
figado e pele (Chen et al., 2009). A regidao do UVA (315-400 nm) tem sido
demonstrado como desencadeador da melanogénese em associagcdo com 0
aumento do estresse oxidativo causado por producdo excessiva de oxidantes
e/ou pela deterioracdo da rede de defesa antioxidante em melandcitos. Varios
estudos tém demonstrado que células de melanoma tém uma diminuicdo da
capacidade de lidar com o estresse oxidativo em comparacdo com melandécitos
normais, resultando em uma continua acumulacdo de espécies reativas de
oxigénio (ROS) (Panich et al., 2011; Silva e Jasiulionis, 2014).

O &acido galico € um componente intermediario no metabolismo das
plantas e tem sido associado a uma grande variedade de acdes bioldgicas
como antioxidante, antifingica, antibacteriana, antimalarica e acao anti-
herpética (Tragoolpua e Jatisatienr, 2007; Sharma et al., 2013; Badhani,

Sharma e Kakkar, 2015). No entanto, o principal interesse em acido galico e
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seus derivados esté relacionada com a sua atividade antitumoral (Ho et al.,
2013; Locatelli, Claudriana, Filippin-Monteiro, Fabiola Branco e Creczynski-
Pasa, Tania Beatriz, 2013). Tem sido demonstrado que o acido galico pode de
induzir a apoptose em linhagens de células tumorais e inibir a proliferagdo de
linfécitos (Liu et al., 2014). Outros estudos sugerem que a apoptose induzida
por acido gélico e seus analogos esta associada a alteragdes do metabolismo
oxidativo, disfuncdo mitocondrial, um aumento em niveis de Ca,+ intracelulares
causando ativacao caspase, e fragmentacdo de DNA (Verma, Singh e Mishra,
2013). No entanto, o0 mecanismo de inducdo de apoptose por acido galico em
células tumorais ainda ndo esta bem definido, embora haja evidéncias de que a
formacéao de radicais livres esteja envolvido (Badhani, Sharma e Kakkar, 2015).

A atividade citotoxica dos derivados fendlicos depende da sua taxa de
incorporagdo em células, estando diretamente relacionada com a sua lipofilia,
tanto quanto a sua atividade antioxidante. Ambas estas propriedades sao
afetadas pela presenca de grupos hidroxila e por substituintes e 0 comprimento
da porcéao éster, em ésteres fendlicos poli-hidroxilados (Fiuza et al., 2004).

Acido Galico
100~
—— 24h

—=— 48h
754

504

254

Viabilidade celular (%)

[1uM

Figura 48 - Viabilidade celular das celulas ap6s 24 e 48 horas em
exposicao ao Acido Galico
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Figura 49 - Ensaio de formacao de colénias na concentragcdo de 200uM do
Acido Galico e padréo

Figura 50 - Formacdo das col6nias no controle negativo e na placa
contendendo acido galico

Conforme visualizado nas figuras 48 — 50 é possivel verificar que a
substancia acido galico apresenta atividade contra esta linhagem de

melanoma, porém ainda € necessario realizar mais ensaios para demonstrar
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gual o mecanismo de acédo e se estd substancia ndo mata as células normais

também. Os ensaios nas linhagens celulares estdo em andamento.

5.7.4 ATIVIDADE SOBRE NEUTROFILOS HUMANOS

Este ensaio foi realizado ap0s aprovacdo do Comité de Etica em
Pesquisa da UFPR do projeto intitulado “Estudo de produtos naturais sobre a
funcdo dos neutrofilos humano” sob registro CEP/SD 1033.158.10.11/ CAAE
0090.0.091.000-10 (Anexo 2).

Os resultados observados com o acido gélico estdo representados na
tabela 13 e figuras 51 e 52. Os resultados estdo expressos como ativacao
positiva (+) e negativa (-).

Tabela 12 - Atividade do acido galico sobre neutréfilos humanos

Amostra Controles Concentrac&o (ug.mL™)
SNBT | CNBT | PMA(10,0pg.mL™ | 2,5 |5,0 | 10,0 | 15,0

1

)
Acido Galico | (-) ) (+) @ H T 16

NOTA: SNBT = sem NBT; CNBT = com NBT; (-) = ativacdo negativa; (+) =
ativacao positiva.

E possivel observar que o substancia éacido galico em todas as
concentragcfes ativou os neutrofilos. Nas figuras 51 e 52 é possivel observar
fotos dos controles negativos (neutrofilos (A), neutréfilos com NBT (B) e

positivo (neutréfilo com PMA) utilizados no experimento.

Figura 51 - Neutréfilos ativados com 2,5 (A), 5,0 (B), 10 (C) e 15 (D) ug.mL™

de acido galico



Figura 52 - Controles da atividade sobre neutréfilos humanos. A)

Neutrofilos B) Neutréfilos com NBT C) Neutrofilos com PMA

Os neutrdfilos fazem parte da por¢cdo do sangue responsavel pela
defesa ou imunidade do organismo, sendo especializadas no combate
a bactérias e fungos. O aumento de neutréfilos no sangue esta relacionado
com diversas patologias como infeccbes, inflamacdes, diabetes, leucemia,
cancer entre outros.

Quando estimulados, sao capazes de produzir um metabolismo oxidativo
caracterizado pela producdo de espécies reativas de oxigénio (ERO) que séo
essenciais para a defesa contra microrganismos na fagocitose (BRIHEIM et al.,
1984). A producao destes radicais pode ser visualizada através da reducédo do
azul p-Nitrotetrazélio (NBT) levando a formacdo de um produto de coloracéao
azul (formazan) que se deposita no citoplasma do neutréfilo (FORTE et al.,
1999), observado nas amostras que apresentaram ativacdo positiva, como o
PMA.

A inflamacdo é uma resposta desencadeada por traumas, lesdes
teciduais ou invasdo por agentes infecciosos, entre as caracteristicas dos
processos inflamatérios destaca-se o rubor (vermelhiddo), tumor (edema), calor
(hipertermia) e dor (Rang et al., 2012). Entre as células presentes no sangue
periférico, os neutréfilos possuem importante papel nas fases precoces nos
processos inflamatorios, sendo sensiveis a agentes quimiotaxicos e
substancias liberadas por mastécitos e baséfilos (Haslett, 1997; Sreeramkumar
et al., 2014).

Substancias que estimulam os neutrdéfilos a liberarem radicais ativos de
oxigénio, podendo ser estudadas para a utilizacdo em doencas que

apresentam defeito funcional desses fagocitos, como por exemplo, a doenca
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granulomatosa cronica, ou em outras doencas como parasitarias e bacterianas,
em que a ativacdo dos neutrdfilos para liberacdo de espécies reativas de
oxigénio seja necesséria (DIAS, 2012).

O dano tecidual inicia uma sequéncia de eventos conhecidos como
resposta inflamatoria, sendo os neutrofilos as primeiras células a migrar para o
sitio inflamatorio (Haslett, 1997). Os neutréfilos sdo os leucécitos mais
abundantes no sangue periférico, com importante papel nas fases precoces
das reacdes inflamatérias e sensiveis a agentes quimiotaxicos como produtos
de clivagem de fracdbes do complemento e substancias liberadas por
mastocitos e basofilos (Sreeramkumar et al., 2014).

Os neutrdéfilos possuem a capacidade de fagocitar micro-organismo e/ou
fragmentos, e neste processo ocorre uma série de eventos como a liberacéo de
espécies reativas de oxigénio (ERO) com o objetivo de eliminar o micro-
organismo, neste processo dependendo da intensidade da ativacdo celular, os
neutrofilos podem liberar grandes quantidades de ERO e os contetudos dos
granulos no espaco extracelular, isto pode causar diferentes tipos de doencas,
tais como: inflamacgéo cronica (artrite reumatoide, vasculite e outras doencas
autoimunes), doencas do sistema cardiovascular (arteriosclerose, isquemia
miocéardia, lesdo induzida por reperfusdo), neurodegenerativas (esclerose
multipla, mal de Parkinson, Alzheimer), além de céancer, lesbes hepaticas e
doencas pulmonares obstrutivas crénicas (Fuzissaki; Mayer-Scholl, Averhoff e
Zychlinsky, 2004; Fuzissaki, 2009).

A presenca de ERO no espaco extracelular € controlada por moléculas
antioxidante, impedindo que estes compostos reativos causem danos ao tecido
(Brinkmann et al., 2004). Neste sentido as espécies vegetais sdo potenciais
fontes de substancias antioxidante com a capacidade de sequestrar estes

EROs minimizando os riscos a saude (Beara et al., 2015).
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6 CONCLUSAO

As amostras de Dicksonia sellowiana Presl. Hook coletadas na cidade
de Inacio Martins — PR foram analisadas e encontram-se dentro dos
parametros estabelecidos pela Farmacopeia Brasileira quanto ao teor de
umidade, cinzas totais e cinzas insolUveis em &cido.

Na andlise morfoanatbmica, realizou-se 0s experimentos de microscopia
Optica, microscopia eletronica de varredura e os experimentos histoquimicos.
Estas andlises sdo fundamentais para futura identificacdo da espécie. Destaca-
se a presenca de compostos do metabolismo secundario identificados nos
testes histoquimicos.

Nos ensaios fitoquimicos preliminares e com o auxilio de CCD utilizando
reacdes especificas de caracterizacdo foram identificados a presenca de
esteroides, flavonoides, taninos hidrolisdveis e condensados, cumarinas,
acidos fixos e aminogrupos.

No bioensaio da germinacdo da avaliacdo da atividade alelopatica foi
possivel observar que somente o EB na concentracdo de 1000 pg.mL™ foram
capazes de inibir o IVG e o tamanho da radicula da alface mas néo interferiu na
massa seca.

Na avaliacdo dos métodos de extracao foi verificado que o método de
extracdo e o solvente utilizado interferem diretamente na qualidade do extrato
vegetal. Nestas analises foi possivel verificar que o extrato de Dicksonia
sellowiana apresenta atividade antioxidante e que esta esta diretamente
relacionada com o alto teor de compostos fenolicos sendo principalmente as
proantocianidinas. Os cromatogramas demonstraram diferencas na intensidade
de picos cromatograficos ou a auséncia de determinados sinais. O rendimento
de extracdo foi melhor nos métodos a quente do que nos métodos a frio, com
maior destaque para os solventes hidroalcoodlicos. Concluindo, os melhores
métodos foram o decocto e turbdlise hidroalcodlicos levando em consideracao
os resultados obtidos, porém o soxhlet foi 0 que apresentou melhor rendimento,
neste sentido os extratos obtidos por soxhlet foram considerados como
extracao total da espécie vegetal.

Analisando os o6rgaos da fronde de Dicksonia sellowiana foi possivel
identificar que a atividade se encontra nos foliolos, com maior presenca de

metabdlitos secundarios como taninos e flavonoides apresentando melhores
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atividades nos modelos testados. Na andlise das fracbes acetato de etila foi
possivel verificar por analise de UPLC-MS a presenca de diversos flavonoides
derivados da quercetina e kaempeferol além de outras substancias com alta
massa molecular. Nesta andlise verificou-se a presenca e auséncia de picos
cromatograficos em determinados 6rgdos da fronde e os que apresentaram
maior intensidade dos picos cromatograficos apresentou a maior atividade
antioxidante. O experimento de *H-RMN com andlise de PCA concluiu o que os
demais experimentos demonstraram que as substancias, as atividades e o
maior rendimento esta no foliolo e que este € o0 extrato mais parecido com o
extrato bruto da fronde de xaxim.

Foram identificados trés fitoester6is presentes na fragdo hexano da
espécie vegetal estudada, os quais foram identificados como [-sitosterol,
campesterol e estigmasterol.

Nos ensaios com a substancia acido galico, verificou-se que a mesma
estd dentro dos padrbes de pureza, apresentando atividade antioxidante,
atividade contra células de melanoma e estimulam os neutrofilos humanos a
liberar anions superéxido, porém, mais estudos sdo necessarios para verificar

seu mecanismo de acao e sua toxicidade.
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7 CONSIDERAQC)ES FINAIS

Os resultados apresentados neste trabalho juntamente com o0s
realizados no mestrado, confirmam que a espécie vegetal Dicksonia sellowiana
da familia Dicksoniaceae, tem potencial de se tornar um medicamento
fitoterapico. A espécie apresenta em sua constituicdo fitoquimica esteroides,
flavonoides e uma grande quantidade de taninos e estes grupos sao
responsaveis por diversas atividades farmacoldgicas j& reconhecidas
cientificamente.

O acido gélico é um tanino hidrolisavel e demonstrou haver uma
expressiva atividade antioxidante, além de possuir atividade contra o
melanoma e como imunomoduladora, porém outros estudos ainda precisam
ser realizados para a verificacdo do potencial toxico da substancia em questao.

Diante dos resultados apresentados neste trabalho, através das analises
realizadas nas frondes de Dicksonia sellowiana (Presl.) Hook, é possivel inferir
a ela propriedades de influéncia em sistemas biologicos, sendo considerada
uma espécie de interesse para futuras investigacbes de suas atividades
farmacoldgicas e toxicologicas, com potencial desenvolvimento de futuros

medicamentos.



ANEXOS
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Anexo 1: Curvas dos extratos brutos a frio pela reduc¢éo do radical DPPH

R® = 0,8852
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Anexo 2: Curvas dos extratos brutos a quente pela redugcdo do radical

DPPH
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Anexo 3: Curvas de calibracdo dos doseamentos totais
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