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RESUMO

A caracterizagao fitoquimica de plantas da biodiversidade brasileira € uma importante
ferramenta na descoberta de novas moléculas bioativas, neste sentido, espécies
endémicas no Brasil constituem um importante campo de pesquisa. Phoradendron
ensifolium (Pohl ex DC.) Eichler, Santalaceae, popularmente conhecida como erva-
de-passarinho esta amplamente distribuida na regido Sul do pais. Considerada em
alguns momentos como uma planta daninha devido a sua agdo hemiparasita. A
escassez de estudos motivou o desenvolvimento do trabalho que teve como objetivo
principal o estudo fitoquimico, morfoanatdmico, propriedades antioxidantes,
atividades biolégicas e microbioldgicas da espécie. O extrato hidroalcdéolico foi obtido
por Soxhlet, o extrato aquoso foi obtido por maceracao a quente. Foram pesquisados
metabdlitos secundarios da classe dos alcaloides, leucoantocianidinas, flavonoides,
cumarinas, antraquinonas, esteroides e triterpenos, antocianinas, saponinas,
heterosideos cianogénicos e taninos. Foram realizados ensaios bioldgicos in vitro
Artemia salina, atividade alelopatica para as sementes de Lactuca sativa e Allium cepa
e atividade hemolitica. Teor de fendlicos e flavonoides totais, propriedades
antioxidantes e atividade antimicrobiana. O screening fitoquimico foi positivo para a
presenca de alcaloides, flavonoides, cumarinas, esteroides e triterpenos,
antocianinas, saponinas e taninos. Nao foi observada toxicidade frente Artemia salina.
Atividade hemolitica foi observada em concentracbes da fragado acetato de etila e
fracdo remanescente. O extrato hidroalcéolico mostrou acéo alelopatica frente as
sementes monocotiledéneas e dicotiledoneas. A partir da fragdo acetato de etila foi
possivel isolar a flavona apigenina-C-glicosidica. Os extratos do fruto apresentaram
uma importante capacidade antioxidante. As fragdes do fruto ndo demonstraram agao
antimicrobiana. O potencial revelado por P. ensifolium motiva estudos futuros para
completa elucidagao e aplicabilidade da espécie.

Palavras-chave: compostos fendlicos; apigenina-C-glicosidica; alelopatia; hemdlise;
erva-de-passarinho.



ABSTRACT

The phytochemical characterization of plants from Brazilian biodiversity is an important
tool in the discovery of new bioactive molecules, in this sense, endemic species in
Brazil constitute an important field of research. Phoradendron ensifolium (Pohl ex DC.)
Eichler, Santalaceae, popularly known as mistletoe, is widely distributed in the
southern region of the country. Considered at times as a weed due to its hemiparasite
action. The scarcity of studies motivated the development of the work whose main
objective was the phytochemical, morphoanatomical study, antioxidant properties,
biological and microbiological activities of the species. The hydroalcoholic extract was
obtained by Soxhlet, the aqueous extract was obtained by hot maceration. Secondary
metabolites of the class of alkaloids, leucoanthocyanidins, flavonoids, coumarins,
anthraquinones, steroids and triterpenes, anthocyanidins, saponins, cyanogenic
heterosides and tannins were researched. In vitro biological assays for Artemia salina,
allelopathic activity for Lactuca sativa and Allium cepa seeds and hemolytic activity
were carried out. Total phenolic and flavonoid content, antioxidant properties and
antimicrobial activity. Phytochemical screening was positive for the presence of
alkaloids, flavonoids, coumarins, steroids and triterpenes, anthocyanidins, saponins
and tannins. No toxicity was observed against Artemia salina. Hemolytic activity was
observed at concentrations of the ethyl acetate fraction and remnant fraction. The
hydroalcoholic extract showed an important allelopathy against monocotyledonous
and dicotyledonous seeds. From the ethyl acetate fraction, it was possible to isolate
the apigenin-C-glycosidic flavone. The fruit extracts showed an important antioxidant
capacity. The fruit fractions did not demonstrate antimicrobial action. The potential
revealed by P. ensifolium motivates future studies for complete elucidation and
applicability of the species.

Keywords: phenolic compounds; apigenin-C-glycosidic; allelopathy; hemolysis,

mistletoe.
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1 INTRODUGAO

O estudo do perfil fitoquimico de espécies vegetais e a elucidacédo de novas
moléculas bioativas tem sido uma importante ferramenta na valorizagcdo da
biodiversidade brasileira, estimulando a preservagcdo do bioma, o desenvolvimento
rural, o0 manejo da agricultura sustentavel, além de direcionar a descoberta de
potenciais medicamentos e compostos terapéuticos, inclusive de espécies menos
estudadas (RODRIGUES, et al., 2016; BIAZOTTO et al., 2019).

A familia Santalaceae possui cerca de quarenta géneros espalhados pelas
regides de clima tropical e temperado. As espécies se apresentam sob a forma de
arvores, arbustos ou ervas (KUIJT, 2015). Um exemplo € o Santalum album Linn,
conhecido como sandalo, espécie comum na regido da Indonésia e importante fonte
econdmica pelo fornecimento de madeira e 6leo essencial (INDRIOKO, 2015). Em
relacdo as propriedades medicinais conhecidas em Santalaceae podemos citar o
Viscum album, extensamente estudado quanto a sua acdo imunomoduladora e
antitumoral (VARELA et al, 2004).

Dentre as formas de vida presentes em Santalaceae, observamos o
hemiparasitismo, onde a planta encontra-se associada a um hospedeiro para a
retirada de agua e nutrientes, obtendo fotossintatos a partir de suas préprias
estruturas (NICKRENT et al, 2010; DETTKE & WAECHTER, 2014).

Neste sentido destaca-se o género Phoradendron, distribuido principalmente
no continente americano, considerado um dos géneros mais comuns e prejudiciais,
uma vez que parasita espécies economicamente importantes, como espécies
frutiferas e espécies utilizadas na industria madeireira (RIGON, 2011). Devido a
interacao planta-hospedeiro ser mediada por metabdlitos secundarios a composicao
fitoquimica de Phoradendron pode variar em funcido das caracteristicas do meio e do
hospedeiro (FURLAN et al., 2019).

Apesar das propriedades atribuidas a Phoradendron, algumas espécies sao
pouco estudadas em relacdo ao seu conteudo fitoquimico, apresentando relato
apenas em relagao ao seu habito de vida, como é o caso de Phroradendron ensifolium.

P. ensifolium esta presente em paises da América do Sul como Argentina,
Bolivia, Brasil e Paraguai. Nativa no Brasil encontra-se bem adaptada e distribuida no

estado do Paranda, sendo observada desde ambientes como a Floresta Ombrdfila
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Mista até areas urbanas. E observada em diversos hospedeiros sendo comum em
Lauraceae. Apresenta frutos globosos, lisos, de coloragéo branca a rosada de acordo
com o estadio de maturacao (RIGON, 2011; ROTTA, et al., 2005).

Desta forma, considerando o uso de plantas como potenciais fontes de
compostos bioativos e tendo em vista a escassez de informagdes sobre o perfil
fitoquimico de P. ensifolium, a pesquisa em questdo busca conhecer as
potencialidades da espécie a partir da caracterizacido das classes de seus compostos

fitoquimicos.

1.1 OBJETIVOS

1.1.1 Objetivo Geral

Avaliar o perfil fitoquimico, morfoanatdmico, propriedades antioxidantes,
atividades biologicas e microbiologicas de Phoradendron ensifolium (Pohl ex DC.)
Eichler, SANTALACEAE.

1.1.2 Objetivos especificos

e Caracterizar a morfoanatomia e histoquimica das folhas e frutos;

e Realizar o screening fitoquimico das partes aéreas da espécie;

e Proceder o estudo termogravimétrico das partes aéreas da planta;

e Realizar o estudo do perfil fisico-quimico das partes aéreas da espécie;

e Obter o extrato bruto alcodlico e fragcbes hexano, cloroférmio, acetato de etila e
remanescente hidroalcoolico das folhas e frutos da espécie;

e |solar compostos presentes nas fragdes hexano, cloroférmio e acetato de etila da
planta;

e Realizar identificagédo de substancias por meio de RMN de 'H e '3C;

e Proceder os testes de toxicidade in vitro frente a Artemia salina,

e Pesquisar a atividade hemolitica do extrato bruto e fragdes;

e Analisar a atividade alelopatica do extrato bruto e fragcées frente as sementes de

Lactuca sativa e Allium cepa;
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Determinar o teor de compostos fendlicos totais;

Determinar o teor de flavonoides totais;

Estudar a propriedade antioxidante do extrato bruto e fragdes partir dos testes de
DPPH, ABTS, FRAP;

Investigar a atividade microbiolégica do extrato bruto e fragdes.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 FAMILIA Santalaceae

A familia Santalaceae possui cerca de 40 géneros e 550 espécies
mundialmente distribuidas desde areas secas ou temperadas até biomas tropicais e
umidos. Como forma de vida, é possivel notar a predominéncia de arbustos, arvores
e ervas. Apesar do hemiparasitismo estar amplamente presente na familia, nao
parecem haver hospedeiros especificos, sendo relatados desde casos de parasitismo
dentro da propria familia até episédios de auto parasitismo (DER & NICKRET, 2008).
O habito parasitario pode estar restrito a raizes e/ou caule, germinagao parasita do
caule e arbustos parasitas estritamente aéreos (DER & NICKRET, 2008; KUIJT et al.,
2015).

Um dos exemplares mais conhecidos da familia € o Viscum album,
popularmente conhecido como visco ou visco europeu, cujo uso ganhou popularidade
como planta medicinal devido a suas propriedades antitumorais atribuidas a
viscotoxinas e lectinas presentes na espécie. Atualmente seu potencial farmacolégico
tem sido associado a acado anti-inflamatéria, hipoglicemiante, antioxidante,
antimicrobiana, sedativa e para doencgas cardiacas (JAGER et al., 2021).

O género Osyris também apresenta um importante papel econdémico e
terapéutico nas regides do sul da Europa, norte da Africa e sudoeste da Asia. No
Nepal, o uso das folhas esta associado as suas propriedades terapéuticas, como
exemplo, é possivel citar a infusdo das folhas secas de O. wightiana indicado para
induzir o parto e estimular a producao de leite materno. Ja a decocc¢ao das raizes de
O. lanceolata é utilizada para tratamento de diarreia na regido do Quénia. A partir da
casca do caule de O. compressa sao obtidos 6leos essenciais empregados na
fabricacdo de perfumes e velas aromaticas, seus frutos também sdo amplamente
consumidos na regido Sul-Africana (SHYAULA, 2012).

A ampla distribuicdo geografica das espécies pertencentes a Santalaceae, bem
como as variadas formas de vida em que se apresentam e os hospedeiros em que
estdo associadas permitem variagdes morfoanatdmicas em suas estruturas, além de
uma maior diversidade de constituintes quimicos (DER & NICKRET, 2008).

No Brasil, Santalaceae pode ser observada em todas as regides geograficas,

sendo a Amazoénia, Caatinga, Cerrado, Mata Atlantica, Pampa e Pantanal seus
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dominios fitogeograficos. Em todo o Brasil a familia é representada por 7 géneros e
aproximadamente 54 espécies. Entre os géneros podemos observar: Acanthosyris
(Eichler) Griseb, Antidaphne Poepp. & Endl., Dendrophtora Eichler, Eubrachion
Hook.f., Jodina Hook & Arn e. Meisn., Osyris L., Phoradendron Nutt., Thesium L.,
Viscum L. (KUIJT et al., 2015; DETTKE & CAIRES, 2020)

2.2 GENERO Phoradendron

O género Phoradendron Nutt. possui distribuicdo restrita ao continente
americano ocorrendo preferencialmente em baixas e médias altitudes. Apresenta
cerca de 230 espécies, todas com comportamento hemiparasita, popularmente
conhecidas como “ervas de passarinho” (DETTKE & MILANEZE-GUTIERRE, 2009).

Plantas com habito parasitario, como as espécies do género Phoradendron,
apresentam relevancia econémica pois estao entre as causas de doengas importantes
em florestas ou areas cultivadas, incluindo arvores frutiferas e as utilizadas na
industria madeireira. Como prejuizo decorrente da agdo hemiparasita é possivel
observar a diminuicdo da taxa respiratéria, diminuicdo na formacao de frutos e
sementes, morte de parte dos ramos, enfraquecimento da planta hospedeira, podendo
leva-la @ morte (SAUERBORN; MULLER-STOVER & HERSHENHORN, 2007;
RIGON, 2011).

Entretanto, apesar do potencial danoso para algumas espécies, 0 género
Phoradendron esta fortemente presente no ecossistema de algumas aves, sendo esta
relagcdo benéfica para ambas, pois os frutos produzidos por Phoradendron servem
para a nutricdo destes animais. Ao tornar-se um atrativo para as aves, estas se
alimentam dos frutos e propagam suas sementes nas copas das arvores favorecendo
a perpetuagao da espécie (RIGON, 2011; ROJAS et al., 2021).

Cabe ressaltar que além dos fatores botanicos e ambientais, o uso terapéutico
da Phoradendron merece especial atengdo. Por estar amplamente difundida no
continente americano, o seu uso popular ganhou diferentes aplicabilidades de acordo
com sua distribuicdo geografica, sendo empregada para amenizar quadros
inflamatorios, doengas metabdlicas, aliviar os sintomas da menopausa e controlar a
hipertensdo arterial. Tais possibilidades tém atraido a industria farmacéutica,

potencializando o surgimento de estudos cientificos (VARELA, et al 2004).
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Em seu estudo sobre as potencialidades terapéuticas da erva-de-passarinho
Guimaraes (2006) relacionou os principais géneros de Phoradendron com seu uso
popular, indicando sua aplicabilidade e forma de uso, desta forma, Phoradendron sp.
foi relacionada ao tratamento de verrugas sob a forma de unguentos, e na forma de
decocgao para o tratamento de sarampo; P. favencens (Purch) popularmente
conhecido como “american mistletoe” teve seu uso associado a acao
antiespasmadica; P. liga foi utilizada como substituta ao V. album no tratamento anti-
hipertensivo.

No Brasil, foram observadas 120 espécies distribuidas em todas as regioes do
pais. No estado do Parana em 2010, foram citadas 24 espécies de Phoradendron
(CAIRES & DETTKE, 2010), ja Rigon & Cervi (2013) observaram a ocorréncia de 14
espécies. Dentre as espécies conhecidas e amplamente distribuidas no estado do

Parana encontramos a espécie Phoradendron ensifolium.

2.3 ESPECIE Phoradendron ensifolium

A espécie pode ser encontrada em alguns paises da América do Sul, como
Argentina, Bolivia, Brasil, Paraguai e Uruguai. No Brasil, apresenta ocorréncia
confirmada nas regides Norte (Para), Nordeste (Alagoas, Bahia, Ceara, Paraiba,
Pernambuco, Rio Grande do Norte, Sergipe), Centro Oeste (Distrito Federal, Goias,
Mato Grosso do Sul, Mato Grosso), Sudeste (Espirito Santo, Minas Gerais, Rio de
Janeiro e Sao Paulo) e Sul (Parana, Santa Catarina e Rio Grande do Sul), conforme
esquematizado na figura 1. Como dominios fitogeograficos observa-se Amazénia,
Caatinga, Cerrado, Mata Atlantica e Pampa (DETTKE, 2014).
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FIGURA 1: DISTRIBUICAO GEOGRAFICA DA ESPECIE Phoradendron ensifolium
POR REGIAO

| ] Regido Norte

|| Regido Nordeste

|| Regido Centro-Oeste
I Regido Sudeste

I Regido Sul

Fonte: Dettke & Caires, 2020

Em relagdo a sua nomenclatura podem ser encontradas algumas variagcdes
importantes: a planta apresenta como basiénimo Viscum ensifolium Pohle ex DC.,
indicando que esta era a nomenclatura anteriormente utilizada para a espécie. Como
sinbnimos observa-se Phoradendron falcifrons (Hook. & Arm.) Eichler, Phoradendron
linearifolium Eichler e Phoradendron interruptum DC. Tais sinbnimos estao
relacionados as variagdes morfoldgicas apresentadas pela espécie. Entre as espécies
Sul-brasileiras de Phoradendron, cabe ressaltar que P. ensifolium é a espécie que
apresenta maior variagdo morfolégica em relagao ao comprimento e forma foliar que
podem estar relacionadas ao grau exposi¢cao solar. Plantas que estdo presentes no
interior da mata ou entre os ramos do hospedeiro apresentam folhas compridas e
frutos brancos enquanto espécies expostas ao sol tendem a apresentar folhas
menores e frutos geralmente rosados (DETTKE, 2014).

A espécie apresenta habito hemiparasita, caracterizando-se como monoica,
com caules cilindricos e levemente achatados nos ramos mais jovens, folhas
ensiformes (em forma de espada) de coloracdo verde-escura até amarelada. As

inflorescéncias apresentam-se em espigas articuladas, com flores de 0,08 a 0,15cm
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de didmetro. Frutos em bagas globosas com 0,3 — 0,6cm de diametro, lisas, alvas e
translucidas a levemente rosadas quando em estadio de maturacao. As flores podem
ser vistas de janeiro a junho, enquanto que os frutos de julho a dezembro (RIGON,
2011). As principais caracteristicas da planta encontram-se ilustradas na figura 2, ja a
figura 3 apresenta a espécie em atividade hemiparasitaria.

Amplamente adaptada e distribuida no estado do Parana P. ensifolium pode ser
encontrada desde ambientes como Floresta Ombréfila Mista até areas urbanas. A
acao hemiparasita € encontrada em diversos hospedeiros, sendo comum em
Lauraceae e Ocotea (RIGON, 2011; ROTTA, et al., 2005).

FIGURA 2: ILUSTRAGAO DAS PRINCIPAIS ESTRUTURAS DE P. ensifolium

rolhas \

Fonte: a autora, 2023
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FIGURA 3: FOTOGRAFIA DE P, ensifolium EM ATIVIDADE HEMIPARASITARIA

e F sl U

Fonte: a autora, 2023

3 MATERIAL E METODOS

3.1 MATERIAL BOTANICO

A coleta do material boténico foi realizada em dois momentos, todas na cidade
de Curitiba-PR. A primeira coleta ocorreu no bairro Campo Comprido em julho de 2017
nas coordenadas aproximadas 25° 26 '51.5 'S 49° 20' 49.8"W, na ocasido P.
ensifolium estava em atividade hemiparasitaria em uma Ocotea sp. A segunda foi
realizada no bairro Seminario dia 13 de outubro de 2019 nas coordenadas
aproximadas 25°26'53.3"S 49°18'43.1"W, como planta hospedeira foi observada um
exemplar de Cinamomo sp.

As espécies foram identificadas no Museu Botanico Municipal (MBM) de
Curitiba-PR, e tiveram suas respectivas exsicatas depositadas sob os numeros MBM-
385268 e MBM-525497.

O estudo apresenta autorizagdo do Instituto Brasileiro do Meio Ambiente
(IBAMA) sob o numero ABAB244, para acesso a amostras do patriménio genético para
fins de pesquisa cientifica sem potencial de uso econédmico (em anexo).

A figura 4 apresenta um fluxograma das principais atividades desenvolvidas

durante a pesquisa. Cabe ressaltar que o estudo foi desenvolvido em dois momentos:
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A partir da primeira coleta obteve-se uma amostra composta por folhas, caules e
frutos, os quais foram secos e estabilizados em local seco, ventilado e livre de
umidade. Apos a completa secagem o material foi triturado com o auxilio de um
moinho de facas e martelos. Foi obtido um total de 4000 g da planta, a qual foi
armazenada ao abrigo da luz, para a posterior realizagéo de testes.

A partir desta amostra foi realizada a obtencdo do extrato bruto e fracbes
(hexano, cloroférmio, acetato de etila e fragcado remanescente), screening fitoquimico
preliminar e atividades bioldgicas in vitro (demonstrado em verde no fluxograma). A
medida que a pesquisa avangou, e tendo como base os resultados obtidos até aquele
momento, foi realizada uma nova coleta com o objetivo de investigar as
potencialidades do fruto (representada na figura em rosa).

Na ocasido da segunda coleta, foram obtidos 35,3g de fruto. Estes foram
separados, estabilizados, mantidos sob congelamento por 2 semanas e entéo
liofilizados 2 vezes. O processo de liofilizagdo consiste na secagem do produto a partir
da retirada da agua por sublimagéo. Apos esta etapa foram obtidas 13,89 do fruto, os
a amostra foi triturada para a obtengdo do extrato bruto e suas fragées (hexano,
cloroféormio, acetato de etila e fragdo remanescente). Desta forma, a partir deste

momento a pesquisa seguiu com as amostras das duas coletas.
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Figura 4: FLUXOGRAMA DAS ATIVIDADES DESENVOLVIDAS
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material botanico
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Fonte: a autora, 2022

3.1.1 Morfoanatomia

Para a pesquisa das estruturas morfoanatémicas foram utilizadas amostras de
folhas, caule e fruto de P. ensifolium. O material vegetal foi fixado em uma solugao de
Formaldeido 5mL, Acido Acético Glacial 5mL e Etanol 70% 90 mL por 24 horas e apds
estocado em etanol 70% até a realizacao dos testes (JOHANSEN, 1940) (BERLYN;
MIKSCHE, 1976).

3.1.1.1 Testes Histoquimicos

Os cortes nos planos transversal e longitudinal, foram realizados a mao livre e
submetidos a reativos especificos de acordo com a classe de compostos pesquisados.
Os cortes foram diafanizados com hipoclorito de sédio, lavados em agua destilada e
submetidos a reacdao com compostos especificos. Para a pesquisa de amido foi
utilizado a reagcdo com lugol (BERLYN; MIKSCHE, 1976), para a pesquisa de
compostos fendlicos foi utilizado cloreto férrico 10% (JOHANSEN, 1940) e para

verificar a presenca de lipidios foi utilizada a reagcdo com Sudan Il (SASS, 1951)
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3.1.1.2 Preparo das laminas semipermanentes

O material vegetal foi seccionado, os cortes foram realizados a méao livre,
compostos por secgdes transversais e longitudinais, deixado em vidro de relégio. Em
seguida, clarificado em uma solugao de hipoclorito de sédio 50% em placa de Petri
por 24 horas. Apos esse periodo o material foi lavado em agua destilada. Os cortes
foram corados em azul de Safranina (O'BRIEN, FEDER, McCULLY,1964). Para a
montagem das laminas foi utilizada glicerina a 50% (BERLYN e MIKSCHE, 1976) e a
lutagem com esmalte incolor (BECAK; PAULETTE, 1976). Os cortes foram entao

analisados em microscopio de luz em aumentos de 40, 100 e 400x.

3.2 ENSAIO SISTEMATICO DO PERFIL FITOQUIMICO

O estudo qualitativo dos grupos fitoquimicos de P. ensifolium foi realizado de

acordo com a metodologia descrita por Moreira (1979) e adaptada por Miguel (2003).

3.2.1 Preparo do extrato aquoso a 20%

Para o preparo do extrato aquoso foi utilizado 40g do material vegetal seco e
200mL de agua destilada. A amostra foi levada a maceragédo em banho maria, a

aproximadamente 60°C por 2 horas, com agitagao manual.

3.2.1.1 Pesquisa de heterosideos antocianicos

O extrato aquoso (5 mL) foi particionado em 3 tubos de ensaio. No primeiro
adicionou-se acido cloridrico 1 N até a atingir pH 1. No segundo, adicionou-se
hidréxido de sodio 1% até atingir pH 10 e no terceiro, foi realizado o ajuste para
neutralizacdo do meio em pH 7. A reacao foi considerada positiva em caso de
formacéo da coloracdo avermelhada em meio acido; azulada para o meio alcalino e
violacea para meio neutro. Em caso de formagcao de coloragcido verde, a reacao é

considerada positiva para flavonoides.
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3.2.1.2 Pesquisa de heterosideos saponinicos

Os 3 tubos de ensaio utilizados no ensaio para heterosideos antocianicos (item
3.2.1.1) foram agitados por 5 minutos e deixados em repouso por mais 30 minutos. A
ocorréncia de espuma com caracteristica persistente, maior ou igual a um centimetro,

indica a presenca de heterosideos saponinicos.

3.2.1.3 Pesquisa de heterosideos cianogénicos

Nesta analise, 5 mL do extrato aquoso foram transferidos para um tubo de
ensaio, seguido da adigdo de 1 mL de acido sulfurico 1N. Posteriormente, suspendeu-
se uma tira de papel picro-sddico no tubo e este foi levado ao banho-maria (60 °C) por
30 minutos. O aparecimento de cor vermelha na tira de papel indica a presencga de

heterosideos cianogénicos.

3.2.1.4 Pesquisa de taninos

Em um tubo de ensaio, adicionou-se 1 mL de extrato aquoso, seguido de 5
gotas de solugdo aquosa de cloreto férrico a 1%. O aparecimento de coloragéo azul é
sugestivo da presencga de taninos hidrolisaveis, a cor verde pode indicar taninos

condensados e a cor marrom a presenga de polifendis.

3.2.1.5 Pesquisa de grupamento amino

Neste teste, 10 mL de extrato aquoso foram levados a concentracdo em banho-
maria (60 °C) em capsula de porcelana. Posteriormente em uma tira de papel de filtro,
foram adicionadas 5 gotas do extrato aquoso concentrado em pontos previamente
demarcados. Apdés secagem do papel filtro, este foi nebulizado com solugéo de
ninhidrina e levado a estufa a temperatura de 100 °C por um periodo de 15 minutos.
A reacao é considerada positiva, caso ocorra o aparecimento de coloracdo azul-

violeta.
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3.2.1.6 Pesquisa de acidos fixos

Neste ensaio, adicionou-se 20 mL do extrato aquoso e 2 mL de NaOH 1N em
um bal&do que foi deixado sob refluxo por 30 minutos. Apds resfriamento, a solugao foi
acidificada com H2S0O4 2N e extraidas 3 por¢des de 10 mL, com éter etilico. Os
extratos etéreos foram reunidos, tratados com carvéo ativo, filirados e evaporados em
banho-maria (50 °C) até a secura. O residuo foi levado a estufa por 10 minutos e
adicionado de 5 mL de NH40OH 1N. O residuo amoniacal foi impregnado em tira de
papel filtro em 2 pontos principais. O papel foi seco em estufa e posteriormente o
reativo de Nessler foi gotejado em um dos pontos. O aparecimento de cor marrom

indica a presencga de acidos fixos.

3.2.1.7 Pesquisa de acidos volateis

Neste ensaio, 5 mL do extrato aquoso foram transferidos para um tubo de
ensaio e acidificados com H2S0O4 1N. Uma fita indicadora de pH foi suspendida no
tubo e este levado ao banho maria (60 °C) por 30 minutos. O aparecimento de valores

de pH abaixo de 7 indicam a presenca desses acidos.

3.2.2 Preparo do extrato hidroalcéolico a 20%

Para o preparo do extrato hidroalcéolico, 40 g das partes aéreas secas de P.
ensifolium foram maceradas em 200 mL de alcool etilico a 70% (v/v), em banho-maria
(70 °C) por 1 hora. A partir deste extrato realizou-se extragdes consecutivas utilizando-
se solventes organicos de polaridade crescente (hexano, cloroféormio e acetato de
etila). O processo de fracionamento foi realizado agitando-se o solvente em funil de
separagao, por 10 vezes com volumes de 20 mL. Ao final de cada extracao,

completou-se as porcdes extraidas resultantes para o volume de 200 mL com etanol.

3.2.2.1 Pesquisa de alcaloides

Foram utilizados 50 mL de cada fracao, levados a secura em banho-maria a 70

°C. Apds a concentragao, o extrato e fragées foram ressolubilizados em 1 mL de etanol

31



e 20 mL de acido cloridrico a 1%. Posteriormente, as solugbes obtidas foram
transferidas para tubos de ensaio e avaliadas quanto a presenca de alcaloides,
adicionando-se os seguintes reativos: Reativo de Mayer (precipitado ou turvagao
branca), Reativo de Dragendorff (precipitado cor vermelho-tijolo), Reativo de

Bouchardat (precipitado alaranjado).

3.2.2.2 Pesquisa de leucoantocianidinas

Neste teste, 10 mL do extrato hidroalcéolico e fragdes foram transferidos para
uma capsula de porcelana e levados a secura em banho-maria (60 °C). O residuo foi
ressolubilizado em 5 mL de alcool etilico P.A., seguido da adicao de 5 gotas de acido
cloridrico concentrado e levados a ebulicdo. A reagao caracteriza-se como positiva

pelo aparecimento de coloragdo vermelha.

3.2.2.3 Pesquisa de flavonoides

a) Heterosideos flavonicos: Neste teste 20 mL do extrato hidroalcdolico e
fragdes foram levados a secura em banho-maria e ressolubilizados em 10 mL de
etanol absoluto. As fragcoes foram transferidas para tubos de ensaio e adicionadas de
200 mg de limalha de magnésio e 1 mL de acido cloridrico fumegante. A reagéo foi
considerada positiva para flavonas, em caso de formagao da cor laranja. A formagao
da cor violeta indica a presenca de flavanonas e a cor vermelha a presencga de
flavonois.

b) Teste do oxalico bdérico ou reacao de Taubock: Em capsula de porcelana, 10
mL de cada fragcao foram levados a secura em banho-maria (60 °C). Posteriormente,
foram adicionados de 5 gotas de acetona (P.A), 30 mg de acido bdrico e acido oxalico
(1:1) e a capsula foi levada a secura novamente. Por fim, adicionou-se 5 mL de éter
etilico. A reacao foi considerada positiva para flavonois, quando observado sob
lampada ultravioleta, o aparecimento de fluorescéncia amarela esverdeada.

c) Ensaio de Pacheco: Neste teste, 10 mL do extrato e fragdes foram levados
a secura, adicionados de cristais de acetato de sédio e 0,1 mL de anidrido acético. Em
seguida foram adicionados 0,1 mL de HCI concentrado. A reacao foi considerada

positiva para dihidroflavonois em caso de aparecimento da coloragao roxa.
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d) Ensaio com Zinco (Zn) em Acido cloridrico (HCI). Neste teste, 10 mL do
extrato e fracbes foram levados a secura e ressolubilizados em 10 mL de etanol.
Posteriormente, 5 mL da solugdo foram transferidos para tubos de ensaio e
adicionados de pastilhas de Zn seguido da adicdo de HCI fumegante. A reacéao foi
considerada positiva para dihidroflavonois em caso de formacado da coloragcédo roxa

violeta.

3.2.2.4 Pesquisa de cumarinas

Para a pesquisa por cumarinas foram utilizados 30 mL do extrato hidroalcéolico
e fragbes, foram acidificadas com acido cloridrico 2 N até atingir pH 1 e levados a
banho-maria (60 °C), até a concentragdo de 5 mL. A fragdo hidroalcéolica foi
transferida para um funil de separagao, extraida duas vezes com 10 mL de éter etilico.
Ja a fragao etérea resultante, foi levada diretamente a secura até a concentracao de
5 mL. Os volumes obtidos foram transferidos para tubos de ensaio no volume e
adicionados de 2 mL de hidréxido de sodio 1 N. Sob lampada ultravioleta (366 nm por
15 min) a formagao de fluorescéncia de coloragao azul ou verde-amarelada, torna a
reagao positiva para cumarinas. O extrato residual foi aplicado em papel filtro sob trés
pontos. A mancha 1 (coberta com papel aluminio) e mancha 2 (n&o coberta) foram
tratadas com NaOH 1N. O papel filtro foi posto sob luz ultravioleta e a formacéo de
fluorescéncia de cor azul ou verde-amarelada na mancha 2, também torna a reagao

positiva

3.2.2.5 Pesquisa de heterosideos antraquindnicos

Neste teste, 30 mL do extrato e fragdes foram transferidos para baldes,
adicionados de 5 mL de acido sulfurico a 10 % e deixados sob refluxo por 30 minutos.
O volume final foi filtrado, adicionado de 30 mL de agua destilada e a fragao organica
das fragdes foi extraida. O extrato hidroalcoéolico foi extraido 2 vezes com 10 mL de
éter etilico. Os extratos resultantes foram concentrados em banho-maria (60 °C) até o
volume de 5 mL e submetidos a reacdo de Borntrager, a qual adiciona-se 5 mL de
solugdo de hidroxido de amdnio. O aparecimento da cor vermelha indica a reagéao

positiva para naftoquinonas e/ou antraquinonas.
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3.2.2.6 Pesquisa de esteroides e triterpenos

a) Reacao de Liebermann-Bourchard: Neste teste, 30 mL do extrato e fracdes
foram levados a secura em banho-maria (60 °C) e ressolubilizados em 5 mL de
cloroférmio, seguido de filtragdo. Os extratos obtidos foram transferidos para tubos de
ensaio em diferentes volumes (0,1 mL, 0,5 mL e 1,0 mL) completando-se para 2 mL
com cloroféormio. Posteriormente, realizou-se a reacdo de Liebermann-Bourchard,
adicionando-se 1 mL de anidrido acético e 2 mL de H2SO4 concentrado, na qual a
formacédo de cor rosea escura ou azul indica a presenca da funcdo carbonila na
posicao 3 e dupla ligagdo entre os carbonos 5 e 6. A formacgao de coloragao verde
indica a presenca da funcao carbonila na posi¢cao 3 e ligacado dupla nas posicoes 5 e
6, e a formacgao da cor amarela, indica a existéncia de uma metila no carbono 14.

b) Reacdo de Keller Kelliani: Para o teste, 2 mL do extrato e fragdes foram
levados a secura em banho-maria (60 °C), adicionados de 2 mL de acido acético
glacial e 0,2 mL de cloreto férrico a 1%. Posteriormente, realizou-se a transferéncia
para um tubo de ensaio contendo 2 mL de acido sulfurico concentrado. A obtencao de
cor na zona de contato dos sistemas liquidos e/ou coloragéo na fase acética, sugere
a presenga de desoxi agucares, sendo azul indicativo de esteroides e verde para

triterpenos.

3.3 ENSAIO TERMOGRAVIMETRICO

A termogravimetria € um teste relativamente rapido que fornece importantes
informagdes sobre a temperatura segura de tratamento da planta, a fim de evitar a
degradacao de compostos relevantes ao estudo (CANEVAROLO JR., 2003).

O teste de termogravimetria foi realizado a partir de uma amostra de 10 mg da
planta obtida a partir da amostra da primeira coleta, composta por folhas, caules e
frutos. A amostra foi entdo seca, estabilizada, triturada e submetida ao aparelho
LABSYS EVO TGA/STA-EGA (SETARAN) previamente calibrado com indio (In; PF:
156,6°C; AHfusso: 28,54 J.g') como padréo.

O teste seguiu com uma taxa constante de aquecimento de 10°C min-', com
intervalos de aquecimento entre 30 e 600°C, sob fluxo de argdnio (20 mL.min-"), em

célula calorimétrica de alumina aberta.
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3.4 ENSAIOS FiSICO-QUIMICOS

3.4.1 Determinagao do teor de umidade

Para a determinacao do teor de umidade das partes aéreas de P. ensifolium foi
adotada a metodologia proposta na Farmacopeia Brasileira 62 ed. (BRASIL, 2019).

O teste realizado em triplicata foi realizado a partir de amostras de 5g da planta
pulverizada, acondicionada em cadinhos de porcelana previamente dessecados e
levados a estufa a 100°C por 5 horas. Apds, os cadinhos foram mantidos em
dessecador. As pesagens foram realizadas até a obtencdo de peso constante. O

calculo de teor de umidade foi realizado de acordo com a formula apresentada:

% umidade = Pu - Ps x 100
Pa

Pa = peso da amostra
Pu = peso do cadinho contendo a amostra antes da dessecacao
Ps = peso do cadinho contendo a amostra apds a dessecacéao

3.4.2 Determinacao do teor de cinzas

Para o célculo de cinzas totais, a amostra pulverizada foi pesada (39),
acondicionada uniformemente em cadinhos previamente dessecados e pesados, e
levada a incineragao em mufla a 600°C até que todo o carvao tivesse sido eliminado.
Posteriormente os cadinhos foram levados ao dessecador e pesados até a
estabilizacdo do peso. Os dados foram anotados para o calculo do percentual de
cinzas (BRASIL, 2019).

% cinzas = _P2-P1 x 100
P3

P1= peso do cadinho apds calcinagéo e resfriamento

P2 = peso do cadinho com amostra apdés a calcinacao e resfriamento em
dessecador

P3 = peso da amostra inicial
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3.5 OBTENCAO DO EXTRATO ETANOLICO

As partes de P. ensifolium (folhas, frutos e caule) obtidas a partir da primeira
coleta foram secas em local fresco, arejado e protegido da umidade, triturada em
moinho de facas e martelos. A obtengdo do extrato vegetal foi realizada em duas
etapas com 1800g da planta em cada uma. As extracbes foram procedidas em
aparelho de Soxhlet modificado patenteado sob numero de registro: PI 0601703-7 A.
A primeira etapa de extracao durou dez dias com duragao de 4 horas/dia, cada ciclo
de extragao durou cerca de 24 minutos, gerando cerca de 10 ciclos/dia. A extracao da
segunda porgao durou 8 dias, por 4 horas/dia, resultando em média 10 ciclos de
extracido/dia. Para as duas extragdes foram utilizados um total de 10 litros de etanol
como liquido extrator. Apds o esgotamento da droga vegetal foi obtido um volume total
de 11.140 mL de extrato etandlico bruto a partir de 3584,3g de droga vegetal. Apos o
total esgotamento, os extratos brutos foram homogeneizados, filtrados a vacuo e

concentrados em rotaevaporador até a obtencao de 500ml de extrato bruto.

3.6 DETERMINACAO DO TEOR DE SOLIDOS TOTAIS DO EXTRATO ETANOLICO
BRUTO

Para analise do teor de sdlidos foi adotada a metodologia proposta pela
Farmacopeia Brasileira 62 ed. (2019). O teste foi realizado em triplicada, para tanto,
foram utilizadas placas de Petri previamente dessecadas e taradas, cada placa
recebeu 5 mL do extrato bruto etandlico com o auxilio de uma pipeta volumétrica. As
placas foram levadas a secura total em estufa a 105°C. Apds foram resfriadas em
dessecador. A diferengca de peso entre cada placa antes e apds a secagem

possibilitou o calculo do percentual do rendimento bruto.

3.7 OBTENGAO DAS FRACOES DO EXTRATO ETANOLICO

As fragbes da espécie vegetal foram obtidas através do sistema particdo
liquido-liquido, a partir do extrato bruto etandlico. Foram utilizados solventes em

ordem crescente de polaridade (hexano, cloroférmio, acetato de etila), foi adotado
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como extrator o uso do aparelho Soxhlet modificado (Pl 0601703-7) conectado ao
condensador de bolas e a um baldo de fundo chato com pérolas de vidro. Todo o
sistema foi levado ao aquecimento em manta aquecedora e deixado sob refluxo por
cerca de 6 horas. Apos reserva de uma aliquota de 5 g do extrato bruto para a
realizagado dos bioensaios, o particionamento foi realizado, ao fim das extragdes, foi
possivel obter quatro fragdes: hexano, cloroférmio, acetato de etila e remanescente
hidroalcdolico. Ao final do processo, todas as fracdes foram submetidas a destilagcao

para remoc¢ao do solvente e levadas a secura em banho-maria (40-50°C).

3.8 PESQUISA DE CLASSES DE METABOLITOS POR CROMATOGRAFIA EM
CAMADA DELGADA (CCD)

A cromatografia em camada delgada pode ser considerada um método rapido
e de facil reprodutibilidade, desta forma, o método foi utilizado em diversos momentos
da pesquisa a fim de investigar a presenca de constituintes quimicos através de
reacdes de coloragao e fluorescéncia caracteristicas. Como fase estacionaria foi
adotada a placa de aluminio com silica gel 60, as fragdes investigadas foram aplicadas
em locais especificos da placa com o auxilio de em tubo capilar. As principais classes
de constituintes quimicos investigadas foram: esteroides e triterpenos, flavonoides e
taninos, alcaloides e por fim cumarinas. Para cada um dos grupos descritos foi
adotado o uso de uma fase mével especifica, bem como um respectivo revelador,

conforme descritos no quadro 1:

37



QUADRO 1: ANALISE DE

GRUPOS QUIMICOS POR CROMATOGRAFIA EM

CAMADA DELGADA (CCD)
Cons’tlt}unte Fase Moével Revelador Resultado esperado Metodologia
Quimico
Presenca de banda azul
Esteroides e Tolueno: Vanilina violacea e/ou banda
Triterpenos Aqetato de Sulfirica (1%) verde (olho nu). Presenga  Wagner, 1996
Etila (93:7) de banda marrom escura
(polifenais)
Presenca de banda verde
Reativo de NEU e/ouﬂamarela e/ou laranja
(flavonoide) uorescente e/ou
Acetato de castanha (sob luz UV -
etila: 4cido 254nm)

Flavonoides e

formico: acido

Presenca de banda azul

Wagner, 1996

de NaOH

Taninos acético glacial: (taninos hidrolisados)
agua Cloreto férrico e/ou verde escura
(100:11:11:26) (taninos e (taninos condensados).
polifendis) Presenga de banda
castanha escura a preta
(polifendis) a olho nu
Cloroférmio:
. MeOH (95:5) Presenca de bandade /00 ot 4,
Alcaloides ; Dragendorff coloragéo tijolo (a olho
universo nu) 2006
amdnio
Presenca de banda azul
Tolueno: Reativo de NEU fluorescente sob luz UV
Cumarinas Acetato de (254nm) que se Miguel, 2003
. ] e NaOH 1N . o -
etila (80:20) intensifica com a adicao

Fonte: a autora, 2019

3.9 ISOLAMENTO E CARACTERIZAGCAO DE SUBSTANCIAS QUIMICAS

Para o isolamento e caracterizagcao de substancias quimicas a partir das
fragdes foi adotado o uso de cromatografia em coluna aberta, utilizando como fase

estacionaria silica gel, e como fase movel solventes em polaridade crescente.

3.9.1 Hexano

Para a pesquisa de substancia na fragdo hexano, foi utilizada uma coluna
aberta (6 x 30cm), a pastilha foi preparada a partir de 19,129 da fragcdo seca,
ressuspensa em metanol, a silica gel foi adicionada, até a obtengdo de uma mistura
homogénea. A coluna foi adicionado 90g de silica gel como fase estacionaria, a

pastilha foi acomodada sobre a silica, os solventes utilizados foram hexano e acetato
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de etila (95:5) em forma crescente, até a proporgao total de acetato de etila,
posteriormente foi adotado o metanol como solvente. As aliquotas foram coletadas em
frascos com capacidade para 10mL, numerados em ordem crescente. Ao fim da
coluna foram obtidoss 256 frascos. Os quais foram deixados em local arejado para a
completa evaporagéo dos solventes. Apds a secagem completa foi possivel observar
a precipitagao de alguns compostos, estes foram submetidos a CCD para a classe de
esteroides e terpenos, composta por tolueno : acetato de etila (93:7), como revelador

foi utilizada vanilina sulfurica (1%).

3.9.2 Cloroféormio

Para a pesquisa de substancia na fracdo cloroférmio, foi utilizada uma coluna
aberta (6 x 30cm), a pastilha foi preparada a partir de 18,21g da fracdo seca,
ressuspensa em metanol, a silica gel foi adicionada, até a obtencdo de uma mistura
homogénea. A coluna foi adicionado 90g de silica gel como fase estacionaria, a
pastilha foi acomodada sobre a silica, os solventes utilizados foram hexano e acetato
de etila (95:5) em forma crescente, até a proporgao total de acetato de etila,
posteriormente foi adotado o metanol como solvente. As aliquotas foram coletadas em
frascos com capacidade para 10ml, numerados em ordem crescente. Ao fim da coluna
foram obtidos 256 frascos. Os quais foram deixados em local arejado para a completa
evaporacgao dos solventes. Os frascos que apresentaram aspecto semelhante foram
analisados através da CCD para alcaloides, utilizando cloroférmio : MeOH (95:5) em
universo amoénio, como revelador foi utilizado Dragendorf. A presenca de banda de
coloracéo tijolo indicou o teste positivo para a presenga das substancias, entretanto a

amostra nao foi suficiente para o isolamento do composto.

3.9.3 Acetato de etila

Para a pesquisa de substancias na fragdo acetato de etila, foi utilizada uma
coluna aberta (6 x 30cm), a pastilha foi preparada a partir de 2,18g da fracao seca,
ressuspensa em metanol, adicionada de silica gel até a obtengdo de uma mistura
homogénea, aproximadamente 27,23g. A coluna foi adicionado 90g de silica gel como

fase estacionaria, a pastilha foi acomodada sobre a silica, os solventes utilizados
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foram hexano e acetato de etila (40:60) em forma crescente, até a proporcéo total de
acetato de etila, posteriormente foi adicionado metanol juntamente com o acetato de
etila (5:95) em forma crescente, até a proporcao total de metanol. As aliquotas foram
coletadas em frascos de com capacidade para 10 mL, numerados em ordem
crescente. Ao fim da coluna foram obtidos 266 frascos. Estes foram deixados em local
arejado para a completa evaporagao dos solventes. Apds a secagem completa foi
possivel observar a precipitagdo de compostos nos frascos 88 a 255. Os quais foram
analisados por CCD, utilizando a fase movel destinada a identificacao de flavonoides
e taninos, composta por acetato de etila : acido formico : acido glacial acético : agua
(100:11:11:26), como revelador foi utilizado NEU (Difenolboriloxietilamino a 1% em
metanol). Os frascos 129 e 199 apresentaram um precipitado amarelo-ouro,
classificado como flavonoide quando submetido a cromatografia em coluna delgada.
Foram coletadas 10 mg da amostra, diluidas em 500uL de dimetilsulféxido (DMSO) e

enviados para analise por RMN, através do espectro de 3C e H.

3.10 ATIVIDADE BIOLOGICA IN VITRO

3.10.1. Atividade toxica em Artemia Salina

Para o ensaio foi adotada a metodologia proposta por Meyer et al, (1982). Os
ovos de Artemia salina foram eclodidos em solugao salina preparada e mantida sob
pH controlado entre 8,0 e 9,0. A solugéo foi ainda mantida sob constante agitagao e
aeracao por um periodo de 48 horas. A partir do extrato e das fracbes foram
preparadas solugdes nas concentragbes de 100uL/mL, 350uL/mL, 500uL/mL,
750uL/mL e 1000uL/mL, todos em ftriplicata. O solvente utilizado para suspenséao das
fracdes foi completamente evaporado em estufa, s6 entdo os crustaceos foram
distribuidos, de modo que cada frasco recebeu 10 nauplios acomodados em 5ml de
solugao salina, onde permaneceram pelo periodo de 24h, s6é entao foi avaliado o
numero de mortes frente as fragées. Como parametro de controle positivo e negativo
foram utilizados solugdo salina e sulfato de quinidina, também em triplicata. Os

resultados obtidos foram submetidos a analise estatistica probitos.

40



3.10.2 ATIVIDADE HEMOLITICA

Para a avaliagdo da atividade hemolitica (BANERJEE et al., 2008) por
espectrometria foi adotado o uso de sangue de carneiro (Newprov®). Este foi
levemente homogeneizado e retirado uma fragcdo de 5ml para um tubo tipo Falcon
com capacidade de 15ml, o sangue foi centrifugado durante 5 minutos a 3000 rpm. O
sobrenadante foi desprezado, e a papa de hemacia foram adicionados 3 mL de
tampéao fosfato salino (PBS) gelado. A lavagem da papa de hemacia com PBS foi
repetida por trés vezes, quando o sobrenadante obtido apds a centrifugacao
apresentou aspecto incolor. Apds, a papa de hemacias foi diluida com PBS gelado
para a obtencdo de uma solucao a 2%. Para a realizacao do teste de hemdalise foram
utilizados os extratos brutos e fragdes nas concentragdes de 1000, 750, 500, 200 e
100 pg/mL. A diluicdo das amostras foi realizada com 5% de dimetilsulfoxido (DMSO)
e PBS. Como controle negativo foi adotado 200 uL de PBS e 200 pL de solucéo de
hemacia a 2%. Como controle positivo foi utilizado 200 yL de agua em 200 uL de
solugédo de hemacia a 2%. No controle solvente foram adicionados 10 pyL de DMSO e
180 pL de PBS em 200 pL de solugédo de hemacia a 2%. Para o controle positivo foi
realizada uma solugao de saponina em PBS, assumindo as mesmas concentragdes
utilizadas para das fragdes. Para desconsiderar o valor de absorbancia da amostra,
foi utilizado o branco da amostra contendo 200 pL da concentracéo e 200 uL de PBS,
de modo que cada concentragcdo apresentou um branco da amostra. A analise foi
preparada em eppendorfs contendo entdo aliquotas de 200 uyL das amostras em
diferentes concentracdes, e 200 uL da suspensao hemacias a 2% todos em triplicata.
As solugbes em eppendorfs foram incubadas durante 3 horas em estufa a temperatura
controlada de 37°C. Apds a incubagao as solugdes foram centrifugadas a 3000 rpm
durante 5 minutos. Uma aliquota de 200uL de cada sobrenadante foi retirada e
transferida para uma microplaca de 96 pocos de fundo redondo, onde procedeu-se a

leitura por espectrofotometria, utilizando como comprimento de onda 540 nm.
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3.10.3 ATIVIDADE ALELOPATICA

3.10.3.1 Avaliagao da atividade alelopatica em Lactuca sativa

O estudo alelopatico com sementes de alface (Lactuca sativa) “Baba de verao”
foi realizado segundo a metodologia proposta por Macias et al, (2000), Chon et al.,
(2005) e Dias et al., (2005). Os testes foram conduzidos em caixa gerbox nas
dimensdes 11x11x3cm. Cada caixa recebeu 2 papéis filtro Whatman n° 6,0. Para o
preparo da solugdo mae, 0,05g das amostras foram diluidas em metanol em baléo
volumétrico para a obtencdo de 1000 ug/mL. O extrato bruto e suas fragdes foram
utilizados nas concentragdes de 100ug/mL, 250ug/mL, 500ug/mL, 750ug/mL e
1000ug/mL. Cada caixa recebeu 6 mL de amostra de acordo com suas respectivas
concentracdes, as caixas foram mantidas sob fluxo laminar para completa evaporacao
do solvente utilizado. Apds este periodo cada caixa gerbox recebeu 6 mL de agua
purificada, onde foram acomodadas 20 sementes divididas em 4 quadrantes em
sentido horario. Como controle foram utilizados agua destilada e metanol, tratados sob
os mesmos moldes das fragdes. As amostras foram mantidas em camara de
germinagao (BOD) sob temperatura controlada de 20°C, o teste foi realizado durante
o periodo de 7 dias e dividido em duas etapas: germinagao e crescimento.

Para o acompanhamento da germinagéo, as caixas foram observadas todos os
dias no mesmo horario aproximado. As sementes foram consideradas germinadas
quando houve protrusdo de cerca de 3 mm da radicula. Para calcular o indice da
velocidade de germinacédo (IVG), foram considerados o numero de sementes

germinadas a cada dia.

n° de sementes n° de sementes n° de sementes
germinadas germinadas germinadas

Soma total = IVG
Dia 1 Dia 2 Dia 7 T oomatota

Em relagdo ao crescimento das sementes, ao fim dos 7 dias, as caixas gerbox
foram retiradas da BOD e o comprimento da radicula e do hipocétilo de cada plantula
foi medido com o auxilio de papel milimetrado. As médias de crescimento foram

submetidas ao teste de Scott-Knot.

42



3.10.3.2 Avaliacao da atividade alelopatica em Allium cepa

O teste para as sementes de cebola (Allium cepa), com grau de pureza 100%,
sem uso de defensivos. Foi realizado seguindo a mesma metodologia de preparo das
amostras adotada para os testes com Lactuca sativa. Entretanto os testes com Allium
cepa foram realizados durante o periodo de 14 dias e dividido em duas etapas:
germinagao e crescimento.

Para o acompanhamento da germinagéao, as caixas foram observadas todos os
dias no mesmo horario aproximado. As sementes foram consideradas germinadas
quando houve protrusdo da radicula. Para calcular o indice da velocidade de

germinacgao (IVG), foram considerados o numero de sementes germinadas a cada dia.

n° de sementes n° de sementes n° de sementes
germinadas germinadas germinadas
— Soma total = IVG
Dia 1 Dia 2 Dia 7

Em relacéo ao crescimento das sementes, ao fim dos 14 dias, as caixas gerbox
foram retiradas da BOD e o comprimento da radicula e do hipocétilo de cada plantula
foi medido com o auxilio de papel milimetrado. As médias de crescimento foram

submetidas ao teste de Scott-Knot.

3.11 AVALIAGAO DA CAPACIDADE ANTIOXIDANTE DE P. ensifolium

Para os testes de determinacao do teor de fendlicos totais, flavonoides totais,
determinacao da capacidade antioxidante frente ao radical livre 2,2 — difenil — 1-picril
— hidrazila - DPPHe, Ferric Reducing Antioxidant Power (FRAP) e determinagao da
capacidade de captacdo do radical livre 2,2’-azinobis-(3-etilbenzotiazolina-6-acido
sulfénico) ABTSe, foram utilizadas amostras das coletas 1 e 2, desta forma foram
avaliadas as capacidades da planta em sua totalidade e apenas do fruto
separadamente. Para a realizagcdo dos testes as amostras foram previamente
pesadas e diluidas em uma solugao 50% metanol e agua destilada. O quadro 2

apresenta a diluigao utilizada para cada fracao.
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QUADRO 2: DILUICOES DE EXTRATO BRUTO E FRACOES DE FOLHAS E FRUTO
DE P. ensifolium PARA AVALIAGAO DA CAPACIDADE ANTIOXIDANTE

Amostras Diluicoes
(mg/ml)
EBF 245
HEXF 24
Coleta 1 FCLOF 25
FAEF 24
REMF 24
FHEXB 24.6
FCLOB 245
Coleta 2
FAEB 53
REMB 46

Legenda: EBF — Extrato Bruto Folha, HEXF — Fragdo Hexano Folha, FCLOF Fracao Cloroférmio Folha,
FAEF — Fracao Acetato de Etila Folha, REMF — Remanescente Folha, FHEXB — Fragao Hexano Fruto,
FCLOB, Fragéao Cloroférmio Fruto, FAEB — Fracao Acetato de Etila Fruto, REMB — Remanescente Fruto

Fonte: a autora 2021

3.11.1 Determinacéo do teor de fendlicos totais

Para a determinagao do teor de fendlicos totais (TPC) foi utilizado o método
proposto por Singleton e Rossi (1965). Os testes foram conduzidos em quadruplicada
em microplacas de 96 pocgos. Para cada teste foram utilizados 10uL das amostras
previamente diluidas, 240 uL de agua ultrapura e 15 uL de Folin-Ciocalteu 1N. Apés
trés minutos foram adicionados 15 pL de solucado de carbonato de sédio 20%. Os
testes foram mantidos sob o abrigo da luz por uma hora. Apds este periodo as leituras
em espectrofotdmetro foram realizadas a 720 nm. A curva padrao para a regressao
linear e comparagao dos resultados foi realizada a partir do acido galico nas
concentragodes de 0,0; 0,2; 0,4; 0,6; 0,8 e 1,0 mg/mL.

3.11.2 Determinacao do teor de flavonoides totais

O teste para a obtengdo dos niveis totais de flavonoides (TFC) foi realizado
segundo a metodologia proposta por Jia et al., 1999. Para tanto foi o teste foi

conduzido em microplaca de 96 pocos em quadruplicada, cada teste foi constituido
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por 20uL de amostra previamente diluida e 90uL de nitrito de sodio, o teste reagiu por
5 minutos e entdo foi adicionado 10uL de solucdo de Cloreto de Aluminio a 10%,
reagindo novamente por 5 minutos. Foram entdo adicionados 90uL de solugao de
hidréxido de sodio a 1 mol.L-1. Os resultados foram mensurados com absorbéncia a
540nm. Como padrao para a regresséao linear foi utilizada uma curva padréo de
catequinas nas concentragdes 0,0; 0,1; 0,2; 0,3; 0,4mg/mL.

3.11.3 Propriedade antioxidante

A propriedade antioxidante é caracterizada pelo conjunto de reagdes que
retardam a degradacéo oxidativa de uma substancia. Para o extrato bruto e fragcdes

das coletas 1 e 2 de P. ensifolium foram realizados os testes descritos a seguir:

3.11.3.1 Determinacao da capacidade antioxidante frente ao radical livre 2,2-difenil-

1-picril-hidrazila

Para a determinagao da capacidade antioxidante frente ao radical livre 2,2 —
difenil — 1-picril — hidrazila - DPPHe foi adotada a metodologia proposta por Brand-
Williams et. al 1995. Foi o inicio do teste foi preparada uma solugdo metandlica de
DPPH utilizando-se 0,0024g de DPPH/100 mL. Posteriormente foram adicionados
10uL da amostra previamente solubilizada, 190uL da solug¢ao de DPPH. O teste foi
incubado ao abrigo da luz durante uma hora. Como controle positivo foi utilizado trolox.
Apds este periodo, a atividade antioxidante foi avaliada através da leitura da
absorbancia a 540nm. Os resultados foram obtidos a partir de uma regressao linear
tendo em vista a curva padrao do trolox com concentragdes de 0,0; 0,2; 0,4; 0,6; 0,8

e 1,0 mg/mL.

3.11.3.2 Determinagao da propriedade antioxidante pelo método FRAP

O teste FRAP (Ferric Reducing Antioxidant Power) € um teste rapido e preciso
que mede a capacidade de reducao do ferro férrico (Fe3*). Para tanto, foi utilizado o

método proposto por Benzie & Strain (1996). Para o preparo da solugéo tampéao de
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acetato 300mM com pH 3,63 foram utilizados 1,87g de acetato de soédio anidro, 16 mL
de acido acético glacial adicionados em baldo volumétrico e adicionados com agua
destilada até o volume de 1 litro. Para a solugdo de acido cloridrico (HCI) foram
utilizados 3,31 mL de HCI concentrado, adicionado em baldo volumétrico tendo seu
volume completado até 1 litro com agua destilada. Para a solu¢ao de Cloreto Férrico
(FeCls) 20 mM foram utilizados 0,135g de FeCls em um baldo volumétrico de 25mL,
tendo o restante do volume obtido a partir da adicdo de agua destilada. A solugéo de
2,4 ,6-tripiridil-s-triazina (TPTZ) 10 mM em HCI 40 mM foram utilizados 0,01927 g de
TPTZ-6mL de HCl e 0,03212 g de TPTZ/10 mL de HCI. Para a solu¢ao de FRAP foram
entdo utilizados 100 mL de solugéo tampéo, 10 mL de FeCI3 e 10 mL de TPTZ com
HCI. Para a realizacao do teste foram entao adicionadas 10uL da amostra previamente
diluida e 300 uL da solucdo de FRAP. Como padrao foi utilizado trolox nas
concentracgdes de 0,0; 0,2; 0,4; 0,6; 0,8 e 1,0 mmol/mL. O teste foi incubado sob o
abrigo da luz por 30 minutos, posteriormente os resultados foram lidos sob
absorbancia de 570nm. Os resultados foram comparados com a curva padrao por

meio de regressao linear.

3.11.3.3 Determinacéo da capacidade antioxidante frente ao método ABTS

Como referéncia foi utilizada a metodologia proposta por Re et. al., 1999 para
a determinagdo da capacidade de captagcdo do radical livre 2,2’-azinobis-(3-
etilbenzotiazolina-6-acido sulfonico) ABTSe, denominado também por TEAC (Trolox
Equivalent Antioxidant Capacity) quando o padrao trolox € utilizado. Para o teste, foi
previamente preparada uma solugao estoque de ABTS a partir de 192mg de ABTS
diluidos em 50 mL de agua destilada, essa solugao foi mantida sob o abrigo da luz.
Separadamente foi preparada uma solucdo estoque de persulfato de potassio
2,45mmolL. Para esta solugdo foram utilizados 33,11 mg de ABTS/50mL de agua
destilada. A partir das duas solugdes foi preparada a solugcao de ABTS reagente, esta
foi mantida sob o abrigo da luz por 12 horas antes do inicio dos testes. Antes de iniciar
os testes a solugéo foi previamente diluida em metanol para ajustar a absorbancia a
690 nm. Para a realizacdo do teste foram entdo utilizados 10 puL das amostras
previamente diluidas e 300 pL da solugcao de ABTS reagente, o teste foi incubado por

30 minutos ao abrigo da luz, apds este periodo os resultados foram mensurados com
46



absorbancia de 690 nm. Para a analise dos resultados foi realizada regresséo linear
com base na curva obtida a partir do controle trolox nas contracdes de 0,0; 0,2; 0,4;
0,6; 0,8 e 1,0 mg/mL.

3.12 ATIVIDADE MICROBIOLOGICA

Para a avaliacdo do potencial antibacteriano de P. ensifolium foram utilizadas
amostras da coleta 2, quem contém fracbes apenas do fruto. Foram preparadas
solucdes estoque das fragdes hexano, cloroférmio, acetato de etila e fragao
remanescente na concentragao de 20.000 pyg/mL diluidos em metanol:DMSO.

Para a determinagdo da concentragéo inibitéria minima (CIM) foi utilizado o
método de micro diluicdo seriada em caldo de acordo com o Clinical and Laboratory
Standards Institute (CLSI) (COCKERILL et al., 2012). As fragbes do fruto foram
testados frente ao desenvolvimento de cepas de Escherichia coli (ATCC 25922),
Pseudomonas aeruginosa (ATCC 27853), Staphylococcus aureus (ATCC 6358),
Enterococcus faecalis (ATCC 29212).

Os in6cuos de E coli, E faecalis, P. aeruginosa e S. aureus foram preparados
em solucédo salina 0,85% a partir de uma cultura de placa com uma turbidez
equivalente a escala McFarland 0,5 (1,0 x 108 UFC/mL). Essa suspensao foi entdo
diluida 1:20 (~5 x 10° UFC/mL). As amostras foram preparadas a partir da diluicao
seriada em 100 pL de caldo Mueller-Hinton (MHB — Merck, Darmstadt, Alemanha), em
um intervalo de concentragao de 1000 pg/mL, 500 pg/mL, 250 ug/mL, 125 pg/mL, 62,5
pg/mL, 31,25 pg/mL, 15,62 pg/mL e 7,8 ug/mL em microplacas estéreis de 96
cavidades com fundo em forma de “U". As suspensdes bacterianas foram preparadas
em solucgao salina fisiolégica. Os testes ocorreram em quadruplicada.

Para a inoculagao foi utilizado o volume de 10 uL de suspensao bacteriana nos
pocos. O controle negativo da atividade inibitoria dos diluentes foi realizado utilizando
100 pL de caldo e 10 uL de suspengao bacteriana, totalizando 110 pL. Para o controle
positivo foram utilizados 90 pL de caldo, 10 uL do diluente (etanol 70%) e 10 uL de
suspencao bacteriana totalizando 110 L. A inoculagao foi realizada em fluxo laminar.
As microplacas foram incubadas em estufa bacteriolégica a 37 °C por 24 horas. Em
seguida foi realizada a leitura dos resultados a olho nu. A formagéao de turbidez nos

pocos foi interpretada como auséncia da atividade antibacteriana pela substancia em
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estudo, enquanto que a observacédo de meio limpido foi considerado como presenca

de atividade.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4 1 Morfoanatomia

Os estudos morfoanatémicas das folhas de P. ensifolium apresentaram bainha
cutinizada delgada em toda a extensao. Considerando que a espécie obtém agua a
partir da planta parasitada, a preservagao da agua em seu interior € um importante
fator de sobrevivéncia, desta forma a camada impermeavel auxilia a manutencéo da
hidratacao foliar.

Os estdbmatos paraciticos mostraram-se presentes nas duas faces foliares e em
maior numero na face abaxial. Resultado semelhante foi encontrado por Dettke (2009)
ao realizar o estudo morfoanatdémico foliar de seis espécies de Phoradendron,
observando que a localizacdo dos estdmatos permite a formacdo de uma camara
supraestomatica. Em seu artigo, Dettke observou ainda que as células presentes no
género sao pouco alongadas, compostas principalmente por parénquima clorofiliano

e aquifero. Os principais achados estdo esquematizados na figura 5.

FIGURA 5: SECCOES ANATOMICAS DAS FOLHAS DE P. ensifolium

Nota 1: A — Corte longitudinal evidenciando o feixe vascular. B — Corte transversal
adaxial evidenciando a presenca de estdmato. C — Corte transversal com bainha

cutinizada. D — Corte transversal com feixe vascular.
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Nota 2: Cu — Cuticula delgada, FV — Feixe vascular, D — Drusa, CX — Calota de fibras
adjacentes ao floema, Cs — Camara supraestomatica, Et — Estdbmato, X — Xilema, FI —
Floema.

Fonte, a autora, 2019

Os feixes vasculares constituem o sistema de transporte da planta, estes
encontram-se cobertos por um feixe de fibras, o padrao encontrado em P. ensifolium
tem sido observado em outras espécies do género (DETTKE, 2014). As fibras
possuem impregnagao de lignina, conforme é possivel observar na reagdo com o

corante safrablau (figura 6).

FIGURA 6: SECCOES TRANSVERSAIS DA FOLHA FRENTE AO CORANTE
SAFRABLAU

Nota 1: A — Corte transversal evidenciando a face adaxial e abaxial. B — Corte
transversal adaxial evidenciando a presenca de estdmato. C — Corte paradérmico com
estdmato lignificado. D — Corte transversal abaxial.

Nota 2: AD — Adaxial, AB — Abaxial, ET — Estdmato, DS - Drusa

Fonte: a autora, 2019
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A partir dos testes histoquimicos (figura 7) foi possivel observar a presencga de
compostos fenodlicos nas folhas, o que corrobora com o resultado dos testes
fitoquimicos. Frente a reagdo de Sudan Ill, observou-se a presenga de compostos
lipidicos no interior da folha e principalmente na bainha cutinizada. Tais achados

corroboram com os estudos conhecidos sobre o género.

FIGURA 7: SECCOES TRANSVERSAIS DA FOLHA FRENTE AOS TESTES
HISTOQUIMICOS

Fonte: a autora, 2019

Nota 1: A— Corte transversal da folha sem sofrer reagao quimica (controle). B — Corte
transversal da folha Sudan Ill. C — Corte transversal da folha Cloreto Férrico.

Nota 2: Cu — Cuticula delgada, CL — Compostos lipidicos, CF — Compostos fendlicos.

4.1.2 CARACTERIZAGAO DO FRUTO

Os frutos das ervas-de-passarinho comumente se apresentam em forma de
bagas, variando em relagdo ao tamanho, coloragdo e tamanho das sementes. Os
frutos de P. ensifolium apresentam em torno de 0,5 cm de didmetro e coloracéo branca
ou rosada. De modo geral, os frutos maduros de Phoradendron apresentam epicarpo
com camada cuticular espessa, as células apresentam-se papilosas e unisseriadas.
O mesocarpo € a regido mais ampla do fruto, constituido por diversas camadas
celulares, com presencga importante de viscina. A viscina consiste em uma substancia
rica em mucilagens, viscosa e translucida, apresentando acao relevante na fixagcao
das sementes a copa das arvores (DETTKE, 2013; POLLI, 2016). Os resultados
encontrados nas analises morfoanatbmicas corroboram com os demais autores,

indicando que apesar das variagdes esperadas no género, o padrao de organizagéo

51



tecidual se mantém entre as espécies. Os principais achados estdo evidenciados na

figura 8.

FIGURA 8: SECCOES ANATOMICAS DO FRUTO DE P. ensifolium

RN . O .
Nota 1: A— Corte transversal do fruto evidenciando a disposi¢ao da semente. B — Corte

transversal do fruto evidenciando mesocarpo e epicarpo, C — Corte transversal do
fruto, D — Corte transversal do fruto evidenciando o endocarpo
Nota 2: Ep — Epicarpo, S — Semente, Me — Mesocarpo, En - Endocarpo

Fonte: a autora, 2019

Quanto aos testes histoquimicos os frutos da espécie mostraram um importante
teor de compostos fendlicos e lipideos, encontrados principalmente no mesocarpo e
pericarpo do fruto, conforme demonstrado na figura 9. Segundo Rojas (2021), a
composicao do fruto, tamanho, cor e tamanho da semente sao fatores determinantes

para a atragao das aves e consequentemente dispersao das sementes.
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FIGURA 9: SECQQES ANATOMICAS DO FRUTO DE P. ensifolium FRENTE AOS
TESTES HISTOQUIMICOS

Nota 1: A— Corte transversal do fruto a presengéde compostos fendlicos no pericarpo.
B — Corte transversal do fruto a presengca de compostos fendélicos no pericarpo, C —
Corte transversal do fruto evidenciando a presenga de compostos lipidicos, D — Corte
transversal do fruto evidenciando a presenca de compostos fendlicos no pericarpo.
Nota 2: EP — CF — Compostos fendlicos, CL — Compostos lipidicos.

Fonte: a autora, 2019

4.2 ENSAIO SISTEMATICO DO PERFIL FITOQUIMICO

As classes de compostos quimicos presentes em P. ensifolium foram
previamente caracterizadas a partir do screening fitoquimico. Os resultados foram
categorizados e apresentam os resultados para o extrato hidroalcéolico e aquoso,
respectivamente (tabela 1 e 2).

P. ensifolium demonstrou reagdes positivas para alcaloides, cumarinas,
flavonoides, esteroides e triterpenos no extrato hidroalcodlico e antocianidinas,

saponinas e taninos no extrato aquoso.
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Rangel-Méndez et al. (2022) observaram variagcbes na composi¢cao de
metabdlitos secundarios de P. watti de acordo com as estagdes do ano. A
concentracdo de compostos secundarios pode sofrer alteragdo de acordo com o
hospedeiro em que a planta se encontra, Assanga et al (2020) observaram diferengas
na presenga de compostos fendlicos em P. californicum, indicando que as interagdes
planta-hospedeiro influenciam o metabolismo da espécie. A presenca de flavonoides
e taninos foi também observada em P. perrottetti, o que pode estar relacionado com o
processo de intrusdo da planta nos tecidos do hospedeiro (FURLAN et al., 2019).

As classes de metabolitos secundarios encontrados em P. ensifolium corroboram
com o género, é importante salientar que variagdes tém sido associadas as condigdes

ambientais e ao hospedeiro.

TABELA 1: Composicao Fitoquimica do extrato hidroalcéolico das partes aéreas de
Phoradendron ensifolium

FRACOES
Grupos Fitoquimicos HEX CLO AE REM
Alcaloides + + - ++
Leucoantocianidinas - - - -
Flavonoides - - e+ .
Cumarinas ++++ - ++

Heterosideos
Antraquindnicos - - - -
Esteroides e / ou

Triterpenos + + - -

Nota 1: HEX - Fragdo Hexano, CLO - Fragao Cloroférmio, AE - Fragéo Acetato de Etila, REM - Fracao
Hidroalcéolica Remanescente. Nota 2: - reagdo negativa; + reagao fraca, ++ reagdo moderada, +++
reacao forte, ++++ reagéo intensa.

Fonte: os autores, 2019
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TABELA 2: COMPOSICAO FITOQUIMICA DO EXTRATO AQUOSO DAS PARTES
AEREAS DE Phoradendron ensifolium

Grupos Fitoquimicos Analises Resultado
Antocianidinas HCI ++
Saponinas Ensaio da espuma ++++
Heterosideos Reacao de
Cianogénicos Schoenbein )
Taninos Cloreto férrico +++

Nota 1: - reacdo negativa; + reagdo fraca, ++ reacdo moderada, +++ reagao forte, reacéo intensa.
Fonte: a autora, 2019

Os resultados obtidos a partir da caracterizagao fitoquimica preliminar também
corrobora com os achados a partir dos testes histoquimicos da morfoanatomia da
espécie, confirmando a presenca de compostos da classe dos esteroides, flavonoides,

cumarinas e taninos.

4.3 ENSAIO TERMOGRAVIMETRICO

A analise térmica da amostra foi um importante parametro para avaliar as
propriedades fisico-quimicas da planta, permitindo conhecer o padréo de degradagéo
da espécie quando submetida a temperaturas e atmosferas controladas. Desta forma,
foi possivel identificar o teor de umidade e cinzas, a variagdo de massa da amostra
pode ser utilizada como um indicativo para a presenga dos principais grupos de
metabdlitos secundarios. O padréo de perda de massa de P. ensifolium (tabela 3)
apresentou trés etapas, a primeira etapa de degradacéo caracterizou a perda de
umidade da planta, totalizando 7% de massa. A segunda etapa de degradacéo é
caracterizada pela decomposicdo de compostos metabdlitos secundarios como
flavonoides, taninos e terpenos, representando 47,07% da amostra. A terceira etapa
de degradacgéo esta relacionada a decomposi¢ao lenta de residuos carbonados e
polimeros, responsavel pela perda de 37,35% da massa. A faixa de temperatura de
degradacgao dos compostos (figura 10) revela que o método de obtencao do extrato
bruto e fracdes foi seguro, uma vez que a extracdo a quente por Soxhlet atinge

aproximadamente 75°C.
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TABELA 3: PERFIL DE DEGRADAGCAO TERMICA DE Phoradendron ensifolium

Etapa Temperatura °C % de massa
1 Umidade 30-130 7,7
Degradacao de Metabdlitos
2 150 — 400 47,07
Secundarios
Residuos carbonados e
3 ] 400 - 500 37,35
polimeros

Nota: % de degradagao de massa por etapa
Fonte: Os autores (2019)

Figura 10: CURVA DE DEGRADACAO TERMICA DAS FOLHAS E CAULES DE P,
ensifolium
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Fonte: a autora, 2019

4.4 Determinagao do teor de umidade e cinzas

A determinacdo do teor de umidade e cinzas de P. ensifolium estao
apresentados na tabela 4. O material vegetal apresentou umidade dentro dos limites
permitidos pela farmacopeia brasileira 6° edi¢ao (BRASIL, 2019), cujo valor maximo é
de 14%, sendo este fator primordial na manutencao da qualidade e das propriedades

terapéuticas da planta. O excesso de umidade pode propiciar o desenvolvimento de
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bactérias e fungos, além de permitir a agdo de enzimas que podem degradar
constituintes quimicos (VASCONCELOS et al., 2012; SIMOES et al., 2017; BRASIL,
2019).

TABELA 4: DETERMINACAO DE UMIDADE E CINZAS TOTAIS DE Phoradendron
ensifolium

Determinacao Material Vegetal
Teor de umidade 7,29%
Teor de cinzas totais 5,54%

Fonte: a autora, 2019

O teor de cinzas determinado na amostra seca, permite a verificacdo de
impurezas inorganicas nao volateis e serve de parametro para possiveis adulteracoes
do material vegetal (ARAUJO et al., 2006; SIMOES et al., 2017; BRASIL, 2019;)

4.5 ESTUDOS QUIMICOS DO EXTRATO BRUTO E FRACOES DE P. ensifolium

4.5.1 Teor de sélidos soluveis e rendimento do extrato bruto e fracoes

O extrato bruto apresentou um rendimento de 2,64% de extrato bruto com um
teor de solidos totais de 0,9%. Os rendimentos das fragdes estdao esquematizados na

tabela 5. Foram retiradas 5g de cada fracdo para as demais analises.

TABELA 5: DETERMINACAO DO TEOR DE SOLIDOS E RENDIMENTO DAS
FRACOES DE P. ensifolium

Massa Obtida (g) Rendimento (%)
Fracdo Hexano 62,91 1,75
Cloroférmio 103,55 2,88
Acetato de Etila 6,33 0,17
Remanescente 46,49 1,29

Fonte: a autora, 2019
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4.6 PESQUISA DE CLASSES DE METABOLITOS POR CROMATOGRAFIA DE
CAMADA DELGADA (CCD)

Os resultados observados pela CCD foram relacionados e descritos (tabela 6),
a partir destes foi possivel nortear a pesquisa de compostos secundarios por
cromatografia em coluna, os achados também foram uteis para confirmar os
resultados obtidos através do ensaio fitoquimico preliminar e dos achados

histoquimicos.

TABELA 6: CLASSES DE METABOLITOS IDENTIFICADOS POR CROMATOGRAFIA
DE CAMADA DELGADA (CCD)

Constituinte Quimico EB HEX CLO AE REM
Esteroides - + - - -
Triterpenos - + - - -
Flavonoides - - - + -
Taninos - - - + -
Alcaloides - - + - -
Cumarinas + + - - -

Nota 1: EB — Extrato HEX - Fragdo Hexano, CLO - Fragao Cloroférmio, AE - Fracdo Acetato de Etila,
REM - Fragédo Hidroalcéolica Remanescente. Nota 2: - reagdo negativa; + reagéo fraca, ++ reagao
moderada, +++ reagéo forte, ++++ reacado intensa.

Fonte: a autora, 2019

A fracdo hexano foi positiva para a presenca de esteroides, triterpenos e
cumarinas, o ensaio fitoquimico preliminar também mostrou a presenga de esteroides
e triterpenos para a fragado hexanica. A fragao cloroférmio mostrou-se positiva para a
presenca de alcaloides tanto no screening fitoquimico como para as analises por CCD,
entretanto a partir dos ensaios preliminares foram observadas também a presenca de
cumarinas, esteroides e triterpenos. Em relacédo a fracdo acetato de etila, além da
presenca de flavonoides e taninos, o screening fitoquimico preliminar foi positivo
também para cumarinas. Por fim, a fragcdo remanescente mostrou-se positiva para a
presenca de alcaloides a partir dos ensaios preliminares, enquanto nenhum grupo de
compostos foram identificados na pesquisa por CCD. As variagdes encontradas nas
pesquisas podem estar relacionadas as metodologias empregadas, bem como no tipo

de extragao realizada, desta forma, salienta-se a importéncia de empregar métodos
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diferentes de pesquisa por compostos metabdlicos a fim de complementar os

resultados obtidos.

4.7 ISOLAMENTO E CARACTERIZAGAO

Os resultados obtidos por CCD foram relacionados e descritos (tabela 6), a
partir destes, as fragdes foram submetidas a cromatografia em coluna com o objetivo

de identificar e isolar os principais metabdlitos secundarios.

TABELA 6: CLASSES DE METABOLITOS IDENTIFICADOS POR CROMATOGRAFIA
DE CAMADA DELGADA (CCD)

Constituinte Extrato Fracao Fragéo Fracdo Acetato Fracao
Quimico Bruto Hexano Cloroférmio de etila Remanescente

Esteroides - +

Triterpenos - +

Flavonoides - - - +
Taninos - - - +

Alcaloides - - +

Cumarinas + +

Fonte: a autora, 2019

4.7 .1 Fracado hexano

Ao fim da coluna foram utilizados 226 frascos. Os quais foram deixados em
local arejado para a completa evaporagao dos solventes. Apos a secagem completa
foi possivel observar a formacgao de precipitados, estes foram submetidos a CCD para
a classe de esteroides e terpenos, composta por tolueno : acetato de etila (93:7), como
revelador foi utilizada vanilina sulfurica (1%). A caracterizagao por CCD revelou a
presenca de cumarinas, entretanto a quantidade se mostrou insuficiente para

isolamento e identificacdo por RMN.
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4.7.2 Fragéao cloroférmio

Ao fim da coluna foram utilizados 256 frascos. Os quais foram deixados em
local arejado para a completa evaporagdo dos solventes. Os frascos que
apresentaram aspecto semelhante foram analisados através da CCD para alcaloides,
utilizando cloroférmio : MeOH (95:5) em universo amonio, como revelador foi utilizado
Dragendorf. A presenga de banda de coloragao tijolo indicou o teste positivo para a
presenca das substancias, entretanto a amostra nao foi suficiente para o isolamento

do composto.

4.7.3 Fracéo acetato de etila

Com o objetivo de isolar e identificar compostos, foi realizada uma coluna
cromatografica gravimétrica e silica em gel como fase estacionaria. A partir da
evaporacgao dos solventes utilizados, foi possivel observar a presencga de precipitados

com coloragao amarelo-ouro (figura 11) nos frascos 105 - 123.

FIGURA 11: PRECIPITADO OBTIDO A PARTIR DA CROMATOGRAFIA EM COLUNA

Fonte: a autora, 2019

O precipitado intitulado PAE032 foi entdo isolado, solubilizado em DMSO em
uma aliquota de 5 mL e encaminhado para analise por ressonancia magnética nuclear.

Para a identificagao utilizou-se a frequéncia de 200,13 para o espectro de RMN
'"H e 50.62 espectros de RMN "*C e DEPT (tabela 7).

A partir dos resultados da analise o precipitado foi identificado como Apigenina-

C-glicosidica, conforme demonstrado na figura 12.
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TABELA 7: DESLOCAMENTOS QUIMICOS DE RMN de 13C e 1H DO COMPOSTO
PAE032 EM COMPARACAO COM A APIGENINA

COMPOSTO PAE032 APIGENINA
RMN "3C RMN 'H RMN "3C
181,95 8 180,19
163,84 6,88 170,9
162,49 6,74 159,13
161,01 6,26 150,85
160,28 3,25 120,93
155,88 3,27 116,94
128,80 4,7 115,80
121,50 3,84 107,01
115,71 3,29 106,70
102,32 3,75 105,18
92,59 3,54 93,03
81,69 2,5 82,91
78,57 2,08 76,71
70,49 64,82
61,21 62,99

Fonte: a autora, 2020; Amancio, 2019

Figura 12: ESTRUTURA QUIMICA DA APIGENINA-C-GLICOSIDICA

Fonte: a autora, 2020
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4.7.3.1 Apigenina-C-glicosidica

Apigenina pertence a classe de flavonoides, compostos que estao
naturalmente distribuidos na natureza, onde desenvolvem funcdes de defesa contra
patdgenos e atragao visual para potenciais polinizadores. Quimicamente possuem um
nucleo central com 15 carbonos constituidos por dois anéis benzeno, ligados por uma
cadeia de trés carbonos e um oxigénio como heteroatomo (SANTOS; RODRIGUES,
2017), os flavonoides sdo subdivididos em seis classes: flavonas, flavanonas,
isoflavonas, flavonodis, flavondis e antocianinas, podendo de apresentar como
agliconas, acidos metilados e na forma glicosilada como residuos de agucar em
posicoes diferentes. A apigenina apresenta-se como um flavondide da classe das
flavonas. (SALEHI et. al., 2019)

Os efeitos terapéuticos da apigenina estdo associados a efeitos anti-
inflamatadrias, anti apoptéticos, atividades citostatica e citotoxica para varios tipos de
cancer, (SALEHI et. al.,2019; KASHYAP et al., 2018). A apigenina apresenta a
capacidade de inibir a atividade da a-glicosidase e aumentar a secre¢éo de insulina in
vivo. Estudos em seres humanos estdo associados a melhora de quadros de
depressao e ansiedade, melhora no sono e redugao dos niveis de pressao arterial
(PAMUNUWA et al., 2016).

4.8 ATIVIDADE BIOLOGICA IN VITRO

4 8.1 Atividade toxica em Artemia salina

Os resultados obtidos através do ensaio de Artemia salina, foram calculados
com o auxilio do software estatistico IBM SPSS®, probitos, a tabela 8 relaciona a taxa
de mortalidade encontrada para a cada concentracdo de amostra. Segundo Meyer
(1892) para que a amostra seja caracterizada como téxica a concentragéo letal em
50% (CL50) deve ser inferior a <1000ug/mL. Desta forma as amostras nao

apresentaram toxicidade frente a Artemia salina.
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Tabela 8: TAXA DE MORTALIDADE EM Artemia salina FRENTE AO EXTRATO
BRUTO E FRACOES DE P. ensifolium

Mortalidade / Concentragao

Mg/mL CL50 (ug/mL)
Amostra 100 350 500 750 1000
EB 0 2 4 5 5 >1000
FH 0 2 4 2 5 >1000
FC 2 2 4 4 7 >1000
FAE 0 3 4 6 6 >1000
FR 0 3 4 6 7 >1000
Sulfato de Quinidina 13 26 27 29 30 165,43

NOTA: Extrato Bruto (EB), Fragdo Hexano (FH), Fragdo Cloroférmio (FC), Fracdo Acetato de Etila
(FAE), Fracdo Remanescente (FR), Concentragao letal 50% (CLso)

Fonte: A autora, 2019

4 8.2 Atividade hemolitica

Os principais resultados obtidos a partir da analise da atividade hemolitica do
extrato bruto e fragcdes de P. ensifolium estdo demonstrados da tabela 9. Observa-se
que o extrato bruto na concentragdo de 250 pg/mL apresentou 40% de atividade
hemolitica. A fragdo acetato de etila demonstrou hemdlise em todas as suas
concentracdes, porém a atividade ndo foi concentragdo-dependente. A fragao
remanescente de 100 ug/mL foi a responsavel pelo maior percentual de hemdlise
entre as amostras. Enquanto as demais amostras avaliadas ndo apresentaram a
capacidade de hemdlise.

A liberacado de hemoglobina no plasma, ocasionada pela ruptura da membrana
eritrocitaria pode acarretar dados ao organismo, desta forma, avaliagéo da capacidade
hemolitica da planta € um importante parametro a ser observado, visto que auxilia a

determinar a ag&o citotoxica do extrato vegetal (PAZ et al., 2022).

63



TABELA 9: CAPACIDADE HEMOLITICA DO EXTRATO BRUTO E FRACOES DE P
ensifolium

Amostra Concentragao pg/mL Atividade hemolitica %
Extrato bruto 250 40
Acetato de etila 100 17
250 19

500 9

750 27
1000 10
Fragdo remanescente 100 53
1000 15
Controle 100

Fonte: a autora, 2019

A lise celular pode ser provocada por diversas substancias vegetais e/ou
diferentes combinagdes destas. Dentre os metabdlitos secundarios da espécie, a
presencga de saponinas € um fator indicativo para atividade hemolitica (PAULA, 2004).
A presenga de compostos fendlicos e flavonoides também demonstram relagdo com
atividade hemolitica, sendo que as diferentes concentragbes podem exercer fator
protetor ou pré-hemolitico (FREIRE, 2020)

Bastos et. al., (2017) n&o encontram atividade hemolitica em Phoradendron
mucronatum, ja Martinez et. al., (2013) observaram resposta hemolitica em
Phoradendron bathyoryctum apenas em altas concentragbes da planta, quanto

submetidas a baixas concentracdes nao foi identificado hemdlise.

4.8.3 Atividade alelopatica

A alelopatia pode ser entendida como a interacao planta-planta, causada por
substancias produzidas pelos vegetais, como resultado € possivel observar resultados
benéficos e/ou maléficos. As plantas podem liberar compostos quimicos de quatro
maneiras: decomposic¢do, lixiviagdo, volatilizacdo e exsudagado radicular (RIZVI &
RIZVI, 1992; BARROSO & MURATA, 2021). A agéo dos aleloquimicos liberados pode
resultar em modificacdes especificas, como alteragdo na estrutura e transporte das
membranas, alteragdes morfoldgicas, interferéncia no ciclo celular, alteragées no
balanco hidrico, entre outras (EINHELLIG, 2002).
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A acgao alelopatica das espécies vegetais constitui um campo que demanda
atencao e busca por novos saberes uma vez que as interagdes planta-planta ndo sao
completamente elucidadas.

A avaliacao da atividade alelopatica de P. ensifolium é um importante parametro
a ser observado, considerando o habito parasitario que a planta apresenta. Desta
forma, a planta exerce naturalmente uma interferéncia na planta hospedeira. A partir
destas informacdes, foi avaliada a atividade alelopatica desenvolvida pelo extrato
bruto e fracdes em relacdo as sementes de Lactuca sativa e Allium ceppa para a

velocidade de germinacgao, crescimento do hipocatilo e radicula.

4.8.3.1 Avaliacao da atividade alelopatica em Lactuca sativa

Em relacdo a média aritmética de germinacao, foi possivel observar que as
fracdes hexano, cloroférmio e acetato de etila apresentaram influéncia no padrao de
crescimento das sementes quando comparadas ao controle positivo (H20), as
interferéncias resultaram tanto em crescimento abaixo da registrado para os controles,
como crescimento acima, os dados estdao demonstrados na figura 13. De modo geral,
0 processo germinativo tem se mostrado menos sensivel ao efeito alelopatico, uma
vez que as sementes possuem maior resisténcia aos fatores ambientais (DORNELES
et al., 2015), entretanto alteragbes ocorridas na germinagcado podem estar relacionadas
a interferéncias em diversas etapas do processo (SOUZA et al., 2005; CANSIAN et
al., 2013). Tendo em vista o sinergismo exercido pelos compostos quimicos podemos
observar tanto o estimulo quanto a inibicdo das atividades de germinagdo nas

sementes de L. sativa quando expostas as fragdes de P. ensifolium.
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FIGURA 13: MEDIA ARITMETICA DE GERMINAGCAO DE L. sativa FRENTE A
EXTRATO BRUTO E FRACOES DE P. ensifolium
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Nota: EB — Extrato Bruto, HEX — Fragao Hexano, CLO — Fracao Cloroférmio, AE —
Fracao Acetato de Etila, REM — Fracdo Remanescente, MeOH — Metanol, H20 — Agua
Fonte: a autora, 2020

O indice de velocidade de germinagéo (IVG) das sementes de L. sativa sofreu
estimulo positivo frente ao extrato bruto, FAE e FREM (figura 14). O aumento do
indice de germinacéo pode estar associado a alteragbes na velocidade das reacgdes
quimicas, resultando em importantes modificacbes no padrao germinativo (MERINO
et al., 2018).

O crescimento do hipocoétilo sofreu uma expressiva inibicdo para todas as
concentracdes da fracao hexano, o que evidencia uma forte agao alelopatica para esta
fracdo. Um efeito alelopatico menos acentuado foi observado para o extrato bruto
(100pg/mL), e fragdes cloroférmio (100 e 500ug/mL), acetato de etila (100, 250 e
1000ug/mL) e remanescente (100 e 1000ug/mL). Tendo em vista que a acao
alelopatica é mediada pelo conjunto de constituintes quimicos, néo é possivel indicar
o grupamento diretamente envolvido nas reag¢des de inibigdo, entretanto observa-se
que as reagdoes de crescimento e/ou desenvolvimento das partes aéreas

apresentaram maior interferéncia quando comparadas a germinacgao (figura 15).
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FIGURA 14: INDICE DE VELOCIDADE DE GERMINACAO (IVG) DE L. sativa
FRENTE A EXTRATO BRUTO E FRACOES DE P. ensifolium
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Nota: EB — Extrato Bruto, HEX — Fragao Hexano, CLO — Fracao Cloroférmio, AE —
Fracao Acetato de Etila, REM - Fracdo Remanescente, MeOH — Metanol, H20 — Agua
Fonte: a autora, 2020

FIGURA 15: CRESCIMENTO DO HIPOCOTILO DE L. sativa FRENTE A EXTRATO
BRUTO E FRACOES DE P, ensifolium
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Nota: (1) EB — Extrato Bruto, HEX — Fragdo Hexano, CLO — Fragao Cloroférmio, AE —
Fragdo Acetato de Etila, REM — Fragdo Remanescente, MeOH — Metanol, H20
— Agua
(2) Barras com a mesma cor nao diferem estatisticamente pelo teste de Scott-
Knott (p>0,05), classificadas em trés grupos estatisticos distintos A1, A2 e A3
Fonte: a autora, 2020
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A porcao radicular tem se mostrado mais sensivel a presenga de compostos
quimicos, uma vez que permanece em contato com os extratos por mais tempo, como
principais anormalidades é possivel citar o surgimento de raizes primarias atrofiadas,
defeituosas e/ou ausentes (BORELLA & PASTORINI, 2009). No presente ensaio,
como resultado a exposig¢ao das sementes de L. sativa ao extrato bruto e fracdes de
P. ensifolium as radiculas apresentaram alteragbes no padrdo de
desenvolvimento. As fragbes hexano (em todas as suas concentragdes), cloroférmio
(500 e 750pg/mL), acetato de etila (100, 250 e 1000ug/mL) e remanescente (250 e
1000ug/mL tiveram efeito sobre o crescimento radicular estatisticamente semelhante

aos controles positivos, enquanto as demais fragdes estimularam o crescimento
(figura 16).

FIGURA 16: CRESCIMENTO DA RADICULA DE L. sativa FRENTE A EXTRATO
BRUTO E FRACOES DE P. ensifolium
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Nota: (1) EB — Nota: Extrato Bruto, HEX — Fragdo Hexano, CLO — Fragéo Cloroférmio,

AE — F[agéo Acetato de Etila, REM — Fracdo Remanescente, MeOH — Metanol,
H20 — Agua

(2) Barras com a mesma cor nao diferem estatisticamente pelo teste de Scott-
Knott (p>0,05), classificadas em trés grupos estatisticos distintos A1 e A2

Fonte: a autora, 2020

A interacao entre os constituintes quimicos e a planta podem resultar em agao
alelopatica de inibigdo ou estimulo do desenvolvimento, conforme observado no

ensaio com sementes de L. sativa, uma vez que houve inibicdo do crescimento do
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hipocodtilo e estimulo do crescimento da radicula. Por se tratar de uma planta
hemiparasita, P. ensifolium possui a capacidade de fotossintese, entretanto extrai
agua e nutrientes da planta hospedeira, desta forma, a planta apresenta um convivio
competitivo com as demais plantas e convém que o crescimento da radicula seja
estimulado para estabelecer a relacédo de hemiparasitismo (BARROSO & MURATA,
2021).

4.8.3.2 Avaliacéo da atividade alelopatica em Allium cepa

A acgao aleloquimica ocorre naturalmente entre as espécies, porém envolve um
complexo mecanismo de interacdo visto que o ambiente apresenta diversas
interposicdes. Desta forma, a variagao de concentragao de compostos quimicos como
taninos, glicosideos, alcaloides, flavonoides e compostos fendlicos sera um fator
determinante para o tipo de relagao que ira se estabelecer (DORNELES et al., 2015;
PAULA et al.,, 2014). Portanto, para observagdo do potencial alelopatico de P.
ensifolium também foram utilizadas sementes de Allium cepa. Quando analisadas em
relacdo a média aritmética de germinacgao frente ao extrato bruto e fragoes, foi possivel
observar que todas as fragdes exerceram agao de inibigdo da germinagéo, sendo mais
evidente para extrato bruto (750 yg/mL) e a fragcdo hexano (100 ug/mL), conforme
demonstrado na figura 17. Apesar de ser menos sensivel, a germinagdo € um
importante parametro observado, alteragcdes neste processo podem estar associadas
a respiracao das raizes (PAULA et al., 2014).

A dispersao do padrdao germinativo das sementes frente ao extrato bruto e
fracdes de P. ensifolium pode estar relacionada ao processo de dorméncia, uma das
estratégias de sobrevivéncia de plantas daninhas. Desta forma, a germinagao das
sementes ocorre quando os fatores bioldgicos para o estabelecimento da planta sao
favoraveis. O conhecimento do padrdao de germinagdo € fundamental para a

compreensao do mecanismo de estabelecimento da planta (SILVA et al., 2007).
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FIGURA 17: MEDIA ARITMETICA DE GERMINACAO DE A. cepa FRENTE A
EXTRATO BRUTO E FRACOES DE P. ensifolium
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Nota: EB — Extrato Bruto, HEX — Fragao Hexano, CLO — Fracao Cloroférmio, AE —

Fracdo Acetato de Etila, REM — Fragdo Remanescente, MeOH — Metanol, H20 — Agua
Fonte: a autora, 2020

A avaliacdo do indice de velocidade de germinagao (IVG) das sementes revelou
que todas as concentragdes do extrato bruto e as fragcdes inibiram o processo de
maneira significativa quando comparadas ao controle positivo, os resultados sao
apresentados na figura 18. Desta forma, € possivel observar que apesar de nao
impedir a germinagao das sementes, houve uma importante diminuigdo na velocidade
de germinagédo, indicando agao alelopatica da planta. Tais efeitos podem estar
associados ao sinergismo dos metabdlitos secundarios de P. ensifolium, visto que a

presenca de flavonas, saponinas e taninos podem resultar em efeitos alelopaticos
(RICE, 1984; RICE, 1992).
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FIGURA 18: INDICE DE VELOCIDADE DE GERMINACAO (IVG) DE A. cepa FRENTE
A EXTRATO BRUTO E FRACOES DE P. ensifolium
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Fonte: a autora, 2020

Quanto ao crescimento do hipocotilo, conforme apresentado na figura 19, a
fragcdo cloroformio (100 e 500ug/mL) e a fragdo remanescente (1000ug/mL)
mostraram uma maior inibicdo de crescimento. O extrato bruto (500, 1000ug/mL),
fragbes hexano (250, 750, 1000pg/mL), cloroférmio (250, 750, 1000pg/mL) e
remanescente (500, 1000ug/mL) também apresentaram acgado inibitéria para o
crescimento do hipocdtilo, entretanto estatisticamente menor. O uso de A. cepa em
testes de toxicidade é um importante bioindicador, apresentando baixo custo e
confiabilidade (FURINI et al., 2020).

Para o crescimento da radicula, demonstrado na figura 20, observa-se que
extrato bruto e fracbes em todas as suas concentragdes inibiram o crescimento das
estruturas. A inibicdo foi apresentada em trés proporcgdes. As fracdes acetato de etila
(100, 250 e 500 pg/mL) apresentaram menor acao inibitéria, seguida pelo extrato bruto
(100, 250 e 750 pg/mL), fracbes hexano (100, 750 e 1000 ug/mL), acetato de etila
(750, 1000 pg/mL), remanescente (250, 500 e 750 pg/mL). Desta forma, o extrato
bruto (500, 1000 pg/mL), cloroféormio (100, 250, 500, 750 e 1000 pg/mL) e

remanescente (1000 pg/mL) apresentaram acgao inibitoria mais significativa.
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FIGURA 19: CRESCIMENTO DO HIPOCOTILO DE A. cepa FRENTE A EXTRATO
BRUTO E FRACOES DE P. ensifolium
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Fonte: a autora, 2020

FIGURA 20: CRESCIMENTO DA RADICULA DE A. cepa FRENTE A EXTRATO
BRUTO E FRACOES DE P. ensifolium
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A4

Fonte: a autora, 2020

72



A acao alelopatica das plantas consiste em uma area que demanda atencéao e
busca por novos saberes, visto que todas as interacbes ndo sdo completamente
elucidadas. Furlan et al., (2019) em seu estudo sobre a interagdo entre Phoradendron
perrottetti e Tapirira guianensis observou que ao realizar atividade hemiparasitaria P.
perrotteti apresentou altos niveis de flavonoides, importantes durante o
estabelecimento da planta, em contra partida, os tecidos parasitados apresentaram
diminuicao dos teores de taninos quando comparado aos tecidos saudaveis.

P. ensifolium demonstrou uma importante alelopatia frente a sementes
monocotiledéneas e dicotileddneas, o que pode estar associado a presencga de
alcaloides, flavonoides, taninos e compostos fendlicos na composi¢cao da espécie.
Entretanto apesar dos ensaios fitoquimicos evidenciarem a presenga dos compostos
nas amostras analisas, nao é possivel atribuir a agao alelopatica a um Unico composto.
Desta forma, a alelopatia pode ser entendida como uma complexa interagao entre os
aleloquimicos, podendo resultar no estimulo ou inibicdo das estruturas vegetais
envolvidas. Espécies que apresentam acao alelopatica podem ser caracterizadas
como potenciais precursores de substancias de interesse farmacéutico, agricola e
industrial (CANSIAN et al., 2013; PAULA et al., 2014; b).

4.9 AVALIACAO DA CAPACIDADE ANTIOXIDANTE DE P. ensifolium

Considerando os resultados obtidos a partir das atividades biologicas de
Phoradendron ensifolium, e com vistas a elucidar as potencialidades da planta, para
o delineamento do perfil antioxidante da planta, foram utilizados extrato bruto e fracdes

das folhas e caules, e extrato bruto e fragdes do fruto.

4.9.1 Determinacéao do teor de fendlicos totais

Para os fendlicos totais a fragcao acetato de etila folha (0,573 mg/mL), acetato
de etila fruto (0,420 mg/mL) e remanescente fruto (0,537 mg/mL) foram as amostras
que apresentaram os maiores resultados para a agao antioxidante. A curva de
doseamento de compostos fendlicos de P. ensifolium frente ao acido galico esta

demonstrada na figura 21.
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Os dados encontrados a partir do teor de compostos fendlicos vem de encontro
com os dados previamente encontrados a partir da morfoanatomia de folhas e frutos,
ensaio fitoquimico preliminar e CCD. Os resultados também podem estar associados

a atividade alelopatica observada para as sementes de Lactuca sativa e Allium cepa.

FIGURA 21: CURVA DE DOSEAMENTO DE COMPOSTOS FENOLICOS FRENTE
AO ACIDO GALICO
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Fonte: a autora, 2021

A presenca de compostos fendlicos nos frutos de P. ensifolium pode estar
relacionada a perpetuacdo da espécie, uma vez que pode servir como um atrativo
para as aves que dispersam suas sementes nas copas das arvores. Dado semelhante
foi encontrado por Rojas et al., (2021) que investigaram a associacao entre o habito
alimentar de passaros com a composigao dos frutos escolhidos, e observaram que os
frutos de P. ensifolium estao entre os preferidos da espécie Thraupis sayaca (sanhagu-
cinzento), segundo a pesquisa desenvolvida, a escolha esta correlacionada ao teor
de fendlicos e carboidratos ndo estruturais, bom como o tamanho do fruto e tamanho
da semente. Estes fatores favorecem a propagacgao de P. ensifolium nas regides em

que T. sayaca esta distribuido.

4.9.2 Determinacéo do teor de flavonoides totais

Os flavonoides sdo uma classe de compostos que apresentam uma grande

variedade estrutural, podendo formar complexos com acucares, lipideos, aminas e
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4cidos carboxilicos (FLAMBO, 2013). Estudos indicam que essa classe de compostos
naturalmente presentes nos vegetais podem desempenhar atividades antioxidantes,
anti-carcinogénicas, antimicrobianas, antifungicas e antiparasitaria (SILVA et al.,
2020).

Quanto ao teor de flavonoides totais encontrados em P. ensifolium a fragao
acetato de etila folha (0,660 mg/mL) e acetato de etila fruto (0,865 mg/mL)
demonstraram as maiores atividades quando comparadas as demais amostras. Os

resultados estédo descritos a partir da curva padrdo da catequina (figura 22).

FIGURA 22: CURVA DE DOSEAMENTO FLAVONOIDES FRENTE A CATEQUINA
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Fonte: a autora, 2021

Os resultados obtidos corroboram com os ensaios previamente conduzidos,
tendo em vista o isolamento do composto apigenina-C-glicosidica na fragao acetato
de etila das folhas, caules e frutos.

lloki-Assanga et al., (2015) realizou um comparativo entre os teores de
fendlicos e flavonoides obtidos para P. californicum a partir da extragao com diferentes
solventes, como resultado, os autores observam maiores teores de compostos
fendlicos e flavonoides para os extratos metandlicos quando comparados aos extratos

alcoolicos.
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4.9.3 Propriedade antioxidante

O perfil antioxidante de P. ensifolium foi estabelecido a partir dos ensaios para
ABTS, FRAP e DPPH. Para a execugao dos experimentos a fracdo acetato de etila
fruto e remanescente fruto, demandaram uma maior diluicdo, respectivamente, 5,3
mg/mL e 4,6 mg/mL, o que em um primeiro momento evidencia o potencial
antioxidante das fragdes. Para as demais amostras as diluigdes foram semelhantes,
em torno de 24 mg/mL. Os resultados das propriedades antioxidantes serao discutidos

concomitantemente visto que os dados colaboram entre si, a figura 23.

FIGURA 23: PROPRIEDADES ANTIOXIDANTES DO EXTRATO BRUTO E
FRACOES DE FOLHAS E FRUTOS DE P. ensifolium
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Nota: EBF — Extrato Bruto Folha, HEXF — Fragdo Hexano Folha, FCLOF Fragao
Cloroféormio Folha, FAEF — Fracédo Acetato de Etila Folha, REMF — Remanescente
Folha, FHEXB — Fracao Hexano Fruto, FCLOB, Fragao Cloroférmio Fruto, FAEB —
Fracao Acetato de Etila Fruto, REMB — Remanescente Fruto, FRAP — Ferric Reducing
Antioxidant Power, ABTS - 2,2’-azinobis-(3-etilbenzotiazolina-6-acido sulfénico),DPPH
- ,2 — difenil — 1-picril — hidrazila

Fonte: a autora, 2021

De modo geral €& possivel observar que todas as amostras testadas

apresentaram atividade antioxidante. Entretanto as amostras do fruto demonstram
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atividade superior para todos os testes. Dentre as amostras do fruto as fracdes acetato
de etila e remanescente tiveram as maiores atividades antioxidantes.

Os resultados obtidos para o teste FRAP mostrou uma maior atividade
antioxidante no extrato bruto de folhas (0,198 mg/mL), acetato de etila fruto (0,180
mg/mL) e remanescente fruto (0,183 mg/mL), quando comparados as demais
amostras.

Em relagéo ao ensaio ABTS a fragao cloroférmio fruto (2,906 mg/mL) e acetato
de atila fruto (2,091 mg/mL) apresentaram maiores teores de atividade antioxidante
frente ao radical.

Frente ao radical livre DPPH podemos salientar as atividades apresentadas
pelas fracdes acetato de etila fruto (646 mg/mL) e remanescente fruto (0,435 mg/mL).

Os resultados encontrados por Wang et. al.,, (2017), corroboram com os
resultados dos ensaios, em sua pesquisa utilizando extrato metandlico 70% de folhas
de Phoradendron sp. foi observado uma importante atividade antioxidante frente ao
radical livre DPPH e ABTS. Jimenez-Strada et al.,, (2013) também observaram
atividade antioxidante frente os ensaios DPPH, FRAP e ABTS para P. Californicum.

Apesar do género Phoradendron ser amplamente estudado em relagéo ao seu
habito de vida e caracteristicas boténicas, e os estudos sobre sua composi¢cao
fitoquimica ainda serem escassos, os relatos demonstram uma importante atividade
antioxidante para o género. Cabe ressaltar que as condi¢des do meio, bem como a
planta hospedeira pode estar diretamente relacionadas as propriedades antioxidantes
desenvolvidas pela planta.

Considerando os ensaios realizados foi possivel observar uma importante
atividade antioxidante da fragdo acetato de etila fruto e remanescente fruto de P.
ensifolium. Estes resultados corroboram com os achados pela CCD, corroboram ainda
com a atividade antioxidante atribuida a flavona apigenina. Desta forma os resultados
obtidos constituem um importante campo de pesquisa a ser explorado, tanto para o
isolamento de substancias, quanto para a avaliagao das atividades terapéuticas de P.

ensifolium.
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4.10 ATIVIDADE ANTIMICROBIANA

A partir dos resultados obtidos para os teores de compostos fendlicos,
flavonoides e propriedades antioxidantes das fragcdes acetato de etila e fragao
remanescente do fruto, optou-se por seguir com os ensaios microbiolégicos apenas
para as fracbes do fruto. Os flavonoides constituem-se como uma classe de
compostos amplamente estudados devido a suas propriedades terapéuticas. As
atividades antimicrobianas dos flavonoides estdo associadas a sua capacidade de
alterar a permeabilidade da membrana e parede celular, inibicdo da sintese de acidos
nucleicos e neutralizagao dos fatores de viruléncia (SILVA et al., 2020).

Ap06s o periodo de 24h da inoculacéo das bactérias, foi possivel observar a olho
nu a presenca de turbidez nos pocgos das placas, indicando desta forma o crescimento
microbiano. Desta forma, as fragdes do fruto de P. ensifolium ndo demonstraram
atividade antimicrobiana.

Os achados do teste corroboram com Bastos et. al. (2015) ao ndo encontrar
atividade antimicrobiana nas espécies P. mucronatum (DC.) Krug & Urb. e
Phoradendron microphyllum (Pohl ex DC.). Grahan (2003) descreveu atividade
antimicrobiana para P. piperoides, ao observar a capacidade de menos de 50% de
inibicdo para Mycobacterium tuberculosis em cultura radiométrica, para este ensaio
foram utilizados extrato diclorometado da planta inteira.

E importante observar que as atividades bioldgicas e terapéuticas atribuidas
aos extratos esta diretamente relacionada ao tipo de solvente e de extracdo

empregada na amostra para tornar os compostos biodisponiveis (RIEDER, 2021).
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5 CONCLUSAO

Os resultados obtidos a partir desta pesquisa, contribuem para a caracterizagéo
de uma planta da biodiversidade brasileira, além de incentivar pesquisas futuras para
completa elucidagao e aplicabilidade da espécie.

A morfoanatomia do vegetal demonstrou uma importante bainha cutinizada em
toda a extensdo foliar, a presenca de estdmatos paraciticos em ambas as faces
foliares.

Os testes histoquimicos revelaram a presenca de compostos fendlicos e
lipideos nas folhas e frutos, o que foi confirmado com os testes fitoquimicos.

O screening fitoquimico indicou a presenga de alcaloides, heterosideos
flavénicos, cumarinas, heterosideos antraquindnicos, esteroides e triterpenos no
extrato hidroalcoolico. O extrato aquoso apresentou heterosideos antocianicos,
heterosideos saponinicos, taninos, grupamentos amino e acidos.

A avaliacdo da atividade termogravimétrica indicou que a extragdo quimica
realizada por sohxlet &€ segura para manter a integridade dos compostos metabdlitos
secundarios da espécie. Os achados corroboram com o teor de umidade e cinzas
obtidos a partir da metodologia farmacopeica.

Em relacdo a atividade bioldgica in vitro o teste frente ao microcrustaceo
Artemia salina n&o indicou agao toxica.

Atividade hemolitica foi observada em fragdes do extrato bruto, fracao acetato
de etila e fragdo remanescente. O que pode ser provocada por diferentes
combinagdes de compostos quimicos, principalmente na presencga de saponinas.

Ja em relacédo a atividade alelopatica, o extrato bruto e fragbes mostraram
alteragcbes no padrao de crescimento do hipocétilo e radicula de sementes de
Lactucca sativa e Allium cepa. A acao de inibicao observada em sementes de A. cepa
incentiva novos estudos em relagao a um potencial acdo antitumoral.

As fragcdes acetato de etila fruto e remanescente hidroalcéolico fruto
apresentaram elevado teor de compostos fendlicos e flavonoides. Ambas fracdes
demonstraram importante propriedade antioxidante frente o radical DPPH, ABTS e
FRAP.

As fracoes do fruto ndo demonstraram atividade antimicrobiana.
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Os resultados obtidos a partir da pesquisa contribuem para a caracterizacio de
uma planta da biodiversidade brasileira

O potencial biolégico da espécie motiva futuras pesquisas para a elucidagao
completa dos metabdlitos secundarios e a busca por novas aplicabilidades para a

especie.
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