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Paciéncia

Mesmo quando tudo pede
Um pouco mais de calma
Até quando o corpo pede
Um pouco mais de alma
A vida néo para...

Enquanto o tempo
Acelera e pede pressa
Eu me recuso fago hora
Vou na valsa

A vida é tdo rara...

Enquanto todo mundo
Espera a cura do mal
E a loucura finge

Que isso tudo é normal
Eu finjo ter paciéncia...

O mundo vai girando
Cada vez mais veloz
A gente espera do mundo
E 0 mundo espera de nés
Um pouco mais de paciéncia...

Seréa que é tempo

Que l|he falta para perceber?
Sera que temos esse tempo
Para perder?

E quem quer saber?

A vida é tdo rara

Tao rara...

Mesmo quando tudo pede
Um pouco mais de calma
Até quando o corpo pede
Um pouco mais de alma
Eu sei, a vida ndo para

A vida néo para néo...

(Lenine)
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RESUMO

Nos ultimos anos, 0 aumento da incidéncia de doencas oxidativas e de infec¢bes
causadas por patégenos multirresistentes a drogas tém incentivado estudos na area
de produtos naturais, principalmente aqueles voltados a investigacdo do perfil
fitoquimico e terapéutico de plantas pouco conhecidas, a exemplo das pteridofitas. O
objetivo desse trabalho foi investigar a atividade antimicrobiana, antioxidante e o
conteudo de compostos fendlicos totais e flavondides de extratos metandlicos
obtidos das partes aérea e subterranea de espécies do género Blechnum da Mata
Atlantica da Bahia - B. occidentale L. e B. serrulatum Rich. Na investigacdo da
atividade antimicrobiana dos extratos brutos a Concentracao Inibitéria Minima (CIM)
e a Concentracdo Bactericida/Fungicida Minima (CBM/CFM) foram determinadas.
Os micro-organismos testados foram: Escherichia coli CCMB 261, Pseudomonas
aeruginosa CCMB 268, Bacillus cereus CCMB 282, Staphylococcus aureus CCMB
262, Candida albicans CCMB 286 e Candida parapsilosis CCMB 288. No ensaio
antioxidante foi empregada a metodologia de sequestro do radical estavel 2,2-difenil-
1-picrilhidrazila (DPPH). Os teores de compostos fendlicos totais e de flavonoides
nos extratos foram obtidos por métodos espectrofotométricos empregando, no
primeiro caso, o reativo de Folin Ciocalteau e, no segundo, o cloreto de aluminio. No
ensaio antimicrobiano, todos os extratos inibiram o crescimento de ao menos quatro
micro-organismos testados, destacando-se o extrato da parte aérea de B.
serrulatum, que inibiu cinco micro-organismos e apresentou 0s menores valores de
CIM e CBM/CFM. No ensaio antioxidante o extrato mais ativo também foi aquele
obtido da parte aérea de B. serrulatum. Todos 0s extratos apresentaram compostos
fendlicos e flavondides. Com o extrato da parte aérea de B. serrulatum, observou-se
um percentual de atividade antioxidante proporcional ao conteudo fendlico total, mas
nao foi observada a mesma associagdo com o conteudo de flavonoides. Os
resultados obtidos apontam as espécies desse estudo como possiveis alvos na
bioprospeccéo de novos agentes antimicrobianos e antioxidantes.

Palavras-chave: Atividade antimicrobiana. Atividade antioxidante. Compostos
fendlicos. Flavondides. Pteridofitas. Blechnum.
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ABSTRACT

In last years, the increasing of the incidence of oxidative diseases and infections
caused by multi-resistant pathogens to drugs has encouraged the study of natural
products, especially those focused on research about phytochemical and therapeutic
aspects on non-knowing plants, like the ferns. The aim of this study was to
investigate the antimicrobial and antioxidant activity, the total amount of phenolic
compounds and flavonoids from methanolic extracts obtained from the subterranean
and aerial parts of species of the genus Blechnum from Atlantic Forest of Bahia -
B. occidentale L.and B.serrulatum Rich. In the investigation of the antimicrobial
activity of crude extracts the minimum inhibitory concentration (MIC) and minimum
bactericidal/fungicide concentration (MBC/MFC) was determined. The micro-
organisms tested were: Escherichia coli CCMB 261, Pseudomonas aeruginosa
CCMB 268, Bacillus cereus CCMB 282, Staphylococcus aureus CCMB 262, Candida
albicans CCMB 286 and Candida parapsilosis CCMB 288. In the antioxidant assay
was used the scavenging stable radical 2,2-diphenyl-1-picryl-hydrazyl
(DPPH) methodology. The levels of total phenolic compounds and flavonoids in the
extracts were obtained by spectrophotometric methods using, in the first case, the
Folin-Ciocalteau reagent and in the second, aluminum chloride. In the antimicrobial
assay, all extracts inhibited the growth of, at least, four microrganisms tested,
highlighting the extract of the aerial part of B. serrulatum, which inhibited five
microrganisms and had the lowest MIC and MBC / MFC. In the antioxidant assay
also the most active extract was one obtained from the aerial parts of
B. serrulatum. All extracts showed phenolic compounds and flavonoids. With the
extract of the aerial part of B. serrulatum, the percentage of antioxidant activity was
proportional to the total phenolic quantity, but it was not observed the same
association with the flavonoids quantity. The results of this study indicate the species
of this study as possible targets in bioprospection of new antimicrobials and
antioxidants agents.

Keywords: Antimicrobial activity. Antioxidant activity. Phenolic compounds.
Flavonoids. Ferns. Blechnum.
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1 INTRODUCAO

A utilizacdo de produtos naturais pelo homem, tanto para fins nutricionais
qguanto terapéuticos, é tdo antiga quanto sua proépria histéria. Por um longo periodo
de tempo, plantas tém sido uma das fontes de produtos naturais para a manutengao
da saude humana e, nos dias de hoje, representam uma das alternativas entre as
diversas fontes de insumos necessarios a existéncia da sociedade, tendo como
principal vantagem o fato de ser uma fonte renovavel (COUTINHO et al., 2004;
SIMOES et al., 2004).

Devido a sua diversidade vegetal, o Brasil € um pais conhecido mundialmente
pela variedade de produtos vegetais com ampla utilizagdo na medicina popular das
diversas regides do pais. Assim, a tendéncia atual nas pesquisas de produtos
naturais oriundos de plantas, no Brasil e no mundo, consiste na obtencdo de
principios ativos e na busca de um maior conhecimento, de base cientifica, sobre o
potencial terapéutico dos vegetais, 0 que pode conduzir a novos caminhos para o
controle e tratamento de diversas doencas (COUTINHO et al., 2004).

A pesquisa com plantas medicinais visando a descoberta de novos agentes
com atividade antimicrobiana constitui um exemplo da busca de novos caminhos
para o tratamento de doencas. O conhecimento sobre determinadas plantas com
propriedades antimicrobianas pode constituir uma solucéo para o problema atual da
resisténcia de patdgenos frente ao uso irracional de antimicrobianos e 0 aumento da
incidéncia de infec¢des microbianas (CAMPOS, 2006).

A resisténcia dos micro-organismos aos antimicrobianos esta se tornando um
problema de saulde publica crescente, sendo citada para quase todos o0s
antimicrobianos disponiveis. A industria farmacéutica e as companhias de
biotecnologia estdo respondendo a esta ameacga com renovados esforcos, sendo
que estratégias em curto prazo estdo focadas na bioprospeccdo de novos agentes
antimicrobianos ativos contra micro-organismos multirresistentes especificos (BAX;
MULLAN; VERHOEF, 2000).

Vale ressaltar que a investigacdo sobre o potencial terapéutico dos vegetais
tem sido favorecida pelo entendimento dos mecanismos das doencas e o aumento

de testes com receptores e enzimas disponiveis, que permitiram o desenvolvimento
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de sistemas eficientes e rapidos de bioensaios. Tais sistemas permitem selecionar
milhares de amostras bioativas em poucos dias (TREVISAN; MACEDO, 2003).

Outros fatores que justificam o aumento na busca por fontes vegetais dotadas
de bioatividade nos ultimos anos, além do jA mencionado surgimento de estirpes
bacterianas resistentes as drogas atuais, sdo: a Vvalorizagdo dos cuidados
preventivos de salde, a necessidade de reducdo da incidéncia de doencas
oxidativas, tais como diabetes mellitus, desordens cardiovasculares, cancer e artrites
reumaticas associadas ao envelhecimento (LAI; LIM; TAN, 2009) e o menor custo do
tratamento a base de plantas medicinais quando comparado com o tratamento com
farmacos tradicionais (TREVISAN; MACEDO, 2003).

No tratamento de doencas oxidativas as plantas surgem como alternativa
mais segura e mais efetiva que os antioxidantes sintéticos e como estratégia na
reducgéo da incidéncia dessas doencas (LAI; LIM; TAN, 2009).

Diante de todas as evidéncias apresentadas é importante que estudos na
area de produtos naturais sejam expandidos no intuito de se conhecer melhor o
perfil quimico e o potencial terapéutico de espécies vegetais, principalmente as
espécies pouco exploradas.

Embora cerca de 100 mil compostos oriundos de plantas ja tenham sido
determinados, as fontes de metabdlitos secundarios parecem ser inesgotaveis em
relacdo as possibilidades de se encontrar novas e diferentes estruturas com
atividades de extrema importancia a quimica medicinal (GRABLEY; THIERICKE,
1999). Além disso, apesar de a biodiversidade brasileira ser considerada a maior
diversidade vegetal do mundo, com mais de 56.000 espécies catalogadas, apenas
uma pequena percentagem foi estudada (cerca de 15% a 17%), e somente para
algum efeito especifico (SIMOES et al., 2004; GIULIETTI et al., 2005).

As pteridofitas sdo um bom exemplo de quéo diversa e, paradoxalmente,
quao desconhecida é a biodiversidade nacional. Trata-se de um grupo botanico que
inclui as samambaias, avencas e plantas afins, corresponde a 10% da flora vascular
conhecida, e estima-se que 1.200 a 1.300 espécies ocorram no Brasil (GIULIETTI et
al., 2005). No Estado da Bahia, contudo, a biodiversidade de pteridéfitas € pouco
conhecida.

Apesar de as pteridéfitas desempenharem um papel importante na medicina

popular e de haver inimeros relatos sobre 0s usos etnomedicinais, sdo raros 0s
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estudos abrangentes sobre sua bioatividade bem como estudos voltados a
investigacdo do seu potencial fitoquimico e farmacoldgico (SINGH et al., 2008; LAI,
LIM; TAN, 2009).

Alguns estudos ja realizados demonstraram o alto potencial antimicrobiano de
espécies de pteridofitas, especialmente dos géneros Adiantum e Pteris (GUHA;
MUKHOPADHYAY; GUPTA, 2005; SINGH et al., 2008; SINGH; GOVINDARAJAN,;
RAWAT, 2008). No estudo realizado por Lai; Lim; Tan (2009), a espécie Blechnum
orientale apresentou grande quantidade de polifendies totais, além de forte potencial
antioxidante, inibidor da tirosinase e antibacteriano. J4& Nonato et al. (2009)
demonstraram em seu estudo as atividade antinociceptiva e antiinflamatéria da
espécie B. occidentale L.

Tais relatos validam afirmacfes etnobotanicas e justificam investigacfes
fitoquimicas e farmacolégicas mais detalhadas em outras pteriddfitas,
especificamente as do género Blechnum. Este género, pertencente a familia
Blechnaceae, €é quimicamente e farmacologicamente pouco estudado,
representando um grande potencial na investigacdo de novos compostos bioativos.

Assim, € possivel evidenciar a importancia de um estudo de atividade
antimicrobiana, antioxidante e da composi¢cdo quimica de espécies de Blechnum
como embasamento cientifico de uma medicina alternativa e do uso sustentavel
destas espécies e, ainda, como possivel fonte de substancias ativas para a

obtencéo de novos farmacos ou prototipos de farmacos.

1.1 OBJETIVOS

1.1.1 Objetivo geral

Investigar a atividade antimicrobiana, antioxidante e a composicédo quimica de

espécies do género Blechnum de ocorréncia na Mata Atlantica baiana.
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1.1.2 Objetivos especificos

e Comparar a atividade antimicrobiana e antioxidante de extratos metandlicos
brutos obtidos a partir de partes aéreas e subterraneas das espécies B.
occidentale L. e B. serrulatum Rich.

e Determinar o teor de compostos fendlicos totais e de flavondides dos extratos
metandlicos brutos das partes aéreas e subterrdneas das espécies B.
occidentale L. e B. serrulatum Rich.

2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 PLANTAS MEDICINAIS

A utilizacdo de plantas medicinais como terapia preventiva e curativa € téo
antiga quanto o proprio ser humano (MARTINS et al., 1994) e, ainda hoje, muitos
produtos oriundos de plantas sao utilizados em sistemas locais de medicina
tradicional, devido a crenca de que as plantas medicinais sdo seguras e eficazes
(DHAWAN, 2003).

Dados da Organizacdo Mundial de Saude (OMS) estimam que
aproximadamente 80% da populacdo dos paises em desenvolvimento dependem
principalmente da medicina tradicional (popular) — a qual envolve o uso de extratos
vegetais ou de seus principios ativos - para atender as necessidades de cuidados de
salde primarios (MINISTERIO DA SAUDE, 2006; GOYAL; GOYAL; MEHTA, 2007).

Além de possuirem finalidade medicinal, muitas vezes resultante do uso
empirico, as plantas constituem uma fonte significativa de produtos naturais
biologicamente ativos, os quais ainda desempenham um papel muito importante na
descoberta de farmacos, ndo so6 em virtude da biodiversidade natural, mas também
devido a diversidade molecular associada aos produtos naturais (YUNES; CALIXTO,
2001).
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Gragas a estrutura molecular, muitos compostos naturais bioativos se
constituem em modelos para a sintese de um grande nimero de farmacos (BASSO
et al., 2005). Os dados quantitativos comprovam a importancia dos mesmos na
concepcao atual de farmacos: cerca de 40% de todos os farmacos disponiveis na
terapéutica moderna s&o oriundos, direta ou indiretamente, de produtos naturais,
sendo 25% deles oriundos de plantas. Em se tratando de antibiéticos e antitumorais,
esta porcentagem € de aproximadamente 70% (YUNES; CALIXTO, 2001).

Como exemplos de medicamentos que foram desenvolvidos, direta ou
indiretamente, a partir de plantas pode-se citar: a morfina, isolada da Papaver
somniferum; a efedrina, isolada da Ephedra sinica; a atropina, isolada da Atropa
belladona; o digital, isolado a partir das folhas de Digitalis purpurea; o acido
acetilsalicilico, primeiro farmaco sintético oriundo da otimizacdo de um produto
natural isolado da espécie vegetal Salix alba, dentre outros (YUNES; CALIXTO,
2001). Contudo, o grau de desenvolvimento atual da terapéutica moderna se deve,
sobretudo, a compostos derivados de plantas superiores (YUNES; CALIXTO, 2001),
grupo do qual as pteriddéfitas, consideradas plantas intermediarias, ndo fazem parte.

Para o grupo das pteridofitas, € dificil encontrar estudos especificos,
especialmente trabalhos voltados as espécies de ocorréncia no Brasil. A escassez
de estudos justifica a limitagcdo de dados existentes para o grupo, incluindo dados
sobre fitogeografia, fitossociologia (SHEPHERD, 2000) e, consequentemente, sobre

fitoquimica.

2.2 PTERIDOFITAS

2.2.1 Classificacao

Segundo Mauseth (1995), as pteridofitas estdo agrupadas em sete divisoes.
Trés delas - Rhyniophyta, Trimerophytophyta e Zosterophyllophyta — constituem

divisbes de plantas vasculares primitivas, com todos os representantes fosseis,
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enquanto as demais divisdes - Psilotophyta, Lycophyta, Arthrophyta e Pteridophyta -
apresentam representantes na flora atual.

De todas as divisfes, a Pteridophyta é a que apresenta um maior niumero de
espécies descritas, constituindo um grupo de plantas relativamente importante, cuja
geracao mais representativa é o esporéfito, vulgarmente denominado samambaia ou
avenca (PEREIRA, 2003).

2.2.2 Consideracgdes gerais

A denominacao pteridéfitas € de origem grega (pteris ou pteridés, “feto”, e
phyto, “planta”) e possivelmente foi dada em razdo de algumas espécies
apresentarem as folhas jovens enroladas (denominadas béaculos), semelhantes a
posicdo dos fetos humanos.

Também é um termo utilizado em botanica para designar o grupo de plantas
vasculares mais primitivas da Terra, popularmente conhecidas como samambaias,
avencas ou fetos, cujo aparecimento data do periodo Devoniano (408 a 360 milhdes
de anos atras) (SHINOZAKI et al., 2008) e que prosperaram por quase 200 milhdes
de anos antes da evolugdo das plantas com flores (HANUS; REZANKA,
DEMBITSKY, 2003).

No periodo Carbonifero (359 a 245 milhdes de anos atras) as pteridofitas
eram bastante diversificadas e constituiam grandes florestas, mas na atualidade
raramente sao dominantes em qualquer tipo de vegetagcdo, visto que sdo muito
dependentes de outras plantas para Ihes prover condi¢cdes de abrigo e suporte
(RODRIGUES et al., 2004; XAVIER, 2007).

Trata-se de um importante grupo de vegetais conhecidos como criptbgamos
vasculares: criptgamos, devido a impossibilidade de identificar, a primeira vista, os
orgdos de reproducdo sexuada; vasculares, devido a presenca de tecidos de
conducdo de agua e nutrientes (xilema e floema) (RAVEN; EVERT; EICHHORN,
2001).

As pteridéfitas também sdo reconhecidas por um ciclo de vida com uma
alternadncia de geracfes heteromorfas, na qual a fase esporofitica dipldide é
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dominante em relacdo a efémera fase gametofitica hapléide (Figura 1) (BLANCH et
al., 2010).

folha com

soros

meiose

esporos ,_.

arquegénio

esporofito anteridie oosfera
(2n) )

'

zigoto |
—

| gametofito (n)
anterozoide

fecundacdo

Figura 1: Ciclo de vida das pteriddfitas.
Fonte: OS GRUPOS, 2010.

Estas plantas ndo possuem flores, independem de polinizadores para
reproducdo e de vetores animais para sua dispersdo, e constituem e o Unico grupo
de plantas vasculares sem sementes (PEREIRA, 2003; XAVIER, 2007; SOUZA,
20009).

A reproducdo ocorre através da formacdo de esporos em 0Orgaos
especializados denominados esporangios, localizados geralmente na face abaxial de
folhas normais ou em folhas modificadas. Tais esporangios distribuem-se por toda a
superficie laminar da folha ou unem-se em grupos denominados soros, que podem
ou ndo estar cobertos por uma estrutura laminiforme denominada indusio (Figura 2)
(PEREIRA, 2003).
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\'\_..—/—\ e Lamina foliar
/

Esporangio

Indusio

Figura 2: Esporéngios agrupados e recobertos por indusio.
Fonte: TAXONOMIA, 2007.

Os esporos liberados pelos esporangios, ao encontrarem condicfes
ambientais favoraveis, germinam, dando origem aos gametdfitos, pequenas plantas
talosas também conhecidas como prétalos e que sdo responsaveis pela formacéao
dos drgaos sexuais (arquegdnio e anteridio). No arquegbnio forma-se a oosfera, e
no anteridio, os anterozodides elicéides com numerosos flagelos que, na presenca de
agua, nadam em direcdo a oosfera, ocorrendo assim a fecundacdo. Apds a
fecundacdo, o esporofito inicia seu desenvolvimento mantido pelo protélo, mas
torna-se independente do gametdfito na maturidade, quando se adapta ao ambiente
terrestre (Figura 1) (PEREIRA, 2003).

Os gametdfitos sdo de pequeno tamanho, frequentemente verdes, geralmente
codiformes, de organizacao muito simples, as vezes de aspecto taloso. Apresentam
poucas camadas de células e nutricdo independente na maioria das espécies
(PEREIRA, 2003). Ja os espordfitos apresentam aparelho vegetativo considerado
arcaico, diferenciado em raiz, talo (ou caule) e folhas (BLANCH et al., 2010).

As raizes sao de origem caulinar e os caules sao quase sempre subterraneos
e rizomatosos, de crescimento indefinido. As folhas, também conhecidas como
frondes, na maioria dos casos sao todas iguais, sdo perenes em climas tropicais,
mas em climas temperados e frios murcham ao chegar o inverno (BLANCH et al.,
2010).

Quando adultas, as pteriddfitas podem variar de plantas mindsculas, com
milimetros de comprimento, até formas arborescentes, que podem atingir 20 metros
de altura (SOUZA, 2009).
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Inimeros fatores externos como o clima, a umidade, o tipo de solo ou a
relagdo com outros organismos, podem interferir durante o crescimento das
pteridofitas. Também sdo importantes na fase de desenvolvimento dessas plantas
as relacdes de depredacao, ja que muitos artropodes se alimentam de samambaias
(PEREIRA, 2003).

A pluviosidade é outro fator que interfere no crescimento das pteridofitas,
como observado por Miranda (2008) em um estudo realizado em populagbes de B.
occidentale e B. brasiliense, durante 12 meses, no municipio de Bonito,
Pernambuco. Durante o monitoramento, verificou-se que a producao e liberacao de
esporos de B. occidentale apresentam correlacdo inversa com a pluviosidade,
enquanto a producdo e a taxa de expansao foliar de B. brasiliense apresentam

correlacdo direta com a pluviosidade.

2.2.3 Locais e condicfes de ocorréncia

As pteriddfitas podem ocorrer em habitats terrestres, rupestres ou epifitos, ou
podem ser aquaticas apresentando, em sua maioria, porte herbaceo e em alguns
casos, formas arborescentes ou trepadeiras (XAVIER, 2007).

Apesar dessa diversidade de habitats, a maioria das pteridoéfitas concentra-se
em florestas tropicais iumidas, locais onde sédo encontradas as condi¢cfes ideais para
a ocorréncia das espécies, como umidade elevada e sombreamento, essenciais
para o ciclo de vida deste grupo vegetal que possui gametas livres nadantes e
fertilizagcdo externa (XAVIER; BARROS, 2005). O ambiente Umido também é
importante para o0 desenvolvimento da geracdo gametofitica ndo vascular
(SALDANA et al., 2010). Contudo, as pteridéfitas também podem sofrer uma gama
de adaptagBes morfoldgicas e fisiologicas que as tornam aptas a sobreviver frente a
condicbes adversas como: periodos secos, excessivamente frios, queimadas,
inundacdes, ambientes salinos, acidos e basicos (RANAL, 1995; WINDISCH, 1992).

Assim, na auséncia de ambientes umidos e sombreados, € comum encontrar

espécies dotadas de folhas adaptadas morfolégica e fisiologicamente, o que as
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permite recrutar ambientes abertos e com alta incidéncia de luz para se desenvolver
(SALDANA et al., 2010).

A altitude também parece ser um fator importante para o estabelecimento de
muitas espécies, sendo a ocorréncia das mesmas verificada desde o nivel do mar
até elevadas altitudes (XAVIER, 2007).

Estima-se que existem entre 9.000 a 12.000 espécies, 240 géneros e 33
familias amplamente distribuidas no mundo, com maior diversidade sendo
observada nas regibes umidas tropicais (cerca de ¥ das espécies), principalmente
em decorréncia de sua dependéncia de agua para fecundacdo (TRYON; TRYON,
1982; RAVEN; EVERT; EICHHORN, 2001). Desta riqueza estimada, cerca de 3.250
das espécies ocorrem no Continente Americano. No Brasil, estima-se de 1.200 a
1.300 espécies (TRYON; TRYON, 1982; GIULIETTI et al., 2005).

Segundo Xavier (2007), no Brasil as pteridéfitas encontram-se distribuidas
principalmente nas regides Sudeste e Sul e em areas da Floresta Atlantica. E nesse
ecossistema ameacado, dotado de uma variedade de microambientes, que as
pteridofitas apresentam uma diversidade em numero de espécies e uma variedade
de combinagcdes de habitat, hébitos e formas de crescimento (SENNA;
KAZMIRCZAK, 1997; SOUZA, 2009).

Estima-se que este ecossistema ocupava originalmente uma area de 1.306.41
Kmz2, correspondendo a aproximadamente 16% do territorio brasileiro em 17
Estados. Devido a intensa degradacao, inicialmente com a exploracdo do pau-brasil
e depois com as sucessivas derrubadas e queimadas para possibilitar o plantio de
cana, café e pastagens, a regido de Mata Atlantica restringiu-se a areas
remanescentes, em sua maioria isoladas em unidades de conservacédo. Destas
areas remanescentes, somente 5% estdo no Nordeste do pais (SANTOS, 2009).

Na Regido Nordeste do Brasil as pteridéfitas apresentam distribuicao
geografica relativamente ampla em diversas zonas fitogeograficas, sendo possivel
encontra-las até mesmo em areas de Caatinga, especificamente em seus micro-
hébitats Uumidos e sombreados como fendas de rochas, barrancos em &reas
sombreadas, lagoas temporarias, nascentes ou areas com solos temporariamente
alagados (XAVIER, 2007).
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2.3 FAMILIA BLECHNACEAE E GENERO BLECHNUM

Uma das familias que compde o grupo botanico das pteridofitas, denominada
Blechnaceae (divisdo Pteridophyta), apresenta distribuicAo cosmopolita e €
constituida por nove géneros e cerca de 200 espécies (SMITH et al., 2006). Dos
nove géneros reconhecidos para essa familia (Blechnum L., Brainea J. Sm., Doodia
R. Br., Pteridoblechnum Hennipman, Sadleria Kaulfuss, Salpichlaena J. Sm.,
Steenisioblechnum Hennipman, Stenochlaena J. Sm. e Woodwardia Sm.), apenas
0S géneros Blechnum e Salpichlaena ocorrem no Brasil (ARANTES; PRADO;
RANAL, 2008).

As plantas pertencentes a essa familia podem ser terrestres, rupicolas ou
raramente epifitas, hemiepifitas ou trepadeiras (ARANTES; PRADO; RANAL, 2008).

E uma familia caracterizada pela presenca, na face abaxial da lamina foliar,
de soros alongados, lineares (cenosoros), paralelos a nervura principal do
segmento, com um indusio linear abrindo-se em direcdo a nervura (TRYON;
TRYON, 1982) (Figura 3).

Indusio

Figura 3: Soros lineares paralelos & nervura principal do segmento, com indudsio linear.

Na familia Blechnaceae, o género que possui 0 maior numero de espécies
descritas - cerca de 150 - é o género Blechnum (TRYON; TRYON, 1982), embora
ainda seja um género taxonomicamente pouco conhecido (KESSLER; SMITH,;
LEHNERT, 2007).
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A maioria destas espécies ocorre no Hemisfério Sul, com aproximadamente
50 delas ocorrendo na América (TRYON; TRYON, 1982). De acordo com Dittrich
(2005) os centros primarios de diversidade deste género sdo a Oceania e a América
Tropical.

As espécies de Blechnum sdo comuns no interior de florestas sombreadas,
Uumidas e montanhosas, e em ambientes com solos encharcados como manguezais,
veredas, margens de rios ou, em menor frequéncia, sobre rochas ou de habito
epifita (TRYON; TRYON, 1982).

As plantas que compdem o género Blechnum podem ser terrestres,
arborescentes a herbaceas, epifitas ou rupicolas. Podem apresentar: rizoma
horizontal ou ereto, as vezes estolonifero, escamoso; frondes monomorfas ou
dimorfas, sendo as férteis geralmente maiores e com pinas mais estreitas; peciolo e
raque geralmente rugosos; lamina simples, profundamente pinatifita a 1-pinada,
raramente 2-pinada, glabra ou com escamas e/ou tricomas aciculares ou
glandulares; pinas com margens inteiras ou serreadas, articuladas ou ndo com a
raque; nervuras simples; soros lineares, paralelos a costa; indusio linear, abrindo-se
em direcdo a costa, margens inteiras ou erodidas, esporangios pedicelados; esporos
subglobosos, monoletes, perisporo alado, rugoso, papiloso ou liso (ARANTES;
PRADO; RANAL, 2008).

Na Figura 4, estrutura geral da espécie Blechnum occidentale L, em sua fase

esporofitica.

Figura 4: Estrutura geral da espécie Blechnum occidentale L. (fase esporofitica). (a) Fronde, formada
por peciolo e lamina foliar. (b) Rizoma. (c) Raizes.
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2.4 EVIDENCIAS ETNOFARMACOLOGICAS DE PTERIDOFITAS EM GERAL E DE
ESPECIES DO GENERO BLECHNUM

A Etnofarmacologia compreende o0 estudo de préticas médicas,
especialmente remédios, utilizados em sistemas tradicionais de medicina (SIMOES
et al.,, 2004). Em se tratando de pteriddfitas, sua utilizacdo popular como remédio,
seja na forma de decoctos, infusos, cataplasmas, pastas, locbes, e também como
alimento e bebidas é conhecida de longa data (BANERJEE; SEN, 1980; CAULA,;
SECCHIARI; COUSSIO, 1990; ORTEGA,; DIAS, 1993; GAUR; BHATT, 1994).

O botanico grego Teophrastus (cerca de 372-287 a.C.) fez referéncia ao valor
medicinal de samambaias em um de seus livros, Historia Plantarum. Dioscorides
(cerca de 50 d.C.), um dos mais notaveis médicos da antiguidade, que viveu na
Grécia no século | da era crista e foi autor da obra De Materia Medica, também fez
referéncias nesse livro a véarias samambaias com valor medicinal, incluindo a
espécie Pteridium aquilinum (L.) Kuhn. e a espécie Dryopteris filix-mas (L.) Schott.,
popularmente conhecida como feto-macho (BANERJEE; SEN, 1980).

Na india, algumas tribos como Santhal, Kol, Bhumija, Bhuyan, Mahalis, Sounti
e Saharas utilizavam pteridéfitas com finalidades medicinais. As partes das plantas,
incluindo frondes, raizes e rizomas, eram utilizadas na forma bruta ou cozidas para o
tratamento de malaria, lepra, gonorréia, reumatismo etc. Dentre 0s géneros
utilizados estavam: Adiantum, Asplenium, Lygodium e Pteris (ROUT; PANDA,;
MISHRA, 2009).

Também hé& relatos do uso popular de pteridofitas, particularmente das
samambaias, na China, Europa, América do Norte (por indios americanos), Brasil,
Argentina e Africa (BANERJEE; SEN, 1980).

Dentre os usos de espécies de pteridéfitas na medicina popular ja foram
citados: como expectorante, diurético, antipirético, ténico capilar, em infec¢bes,
contra doengas do sangue, no tratamento de doencas de pele, bronquite e asma,
como analgésico e até como antidoto contra picada de cobra (BRESCIANI et al.,
2003; GUHA; MUKHOPADHYAY; GUPTA, 2005).

Os dados da literatura apontam que a maioria dos remédios oriundos de
pteridofitas sdo administrados por via oral, sendo preparados em diferentes formas:



29

sucos, extratos, decoctos, pastas, infusGes, pés, dentre outras. Normalmente as
preparacdes contém uma mistura de plantas, e raramente uma planta é utilizada
isoladamente (ROUT; PANDA; MISHRA, 2009).

O Quadro 1 sumariza evidéncias etnofarmacoldgicas relatadas na literatura

para espécies de pteridofitas pertencentes a diferentes familias.

Quadro 1: Evidéncias etnofarmacoldgicas relatadas na literatura para diferentes

espécies de pteriddfitas

Espécie (Familia) Evidéncias etnofarmacolégicas Autor(es), ano
~ Uso tradicional de algumas espécies de VASUDEVA, 1999
Adiantum no tratamento de doengas infecciosas
Adiantum sp. Utilizada popularmente no tratan:nento de
(Adiantaceae) tumores de figado, baco e outras visceras, em
doencas de pele, bronquite e doencas SINGH et al., 2008
inflamatérias; também é considerada tonica e
diurética
Adiantum capillus-veneris ‘.J“",Z?da para curar a asma, a ictericia, como BLANCH et al.,
; diurético, em enfermidades pulmonares e para
L. (Adiantaceae) ; 2010
as picadas de serpente
pcanum cauctur .| Especle Wltaca i Keakacts (e e, | mour, pano
(Adiantaceae) . ' & MISHRA, 2009
feridas
Espécie utilizada em Barheipani (india) da
seguinte maneira: folhas secas ou frescas,
trituradas na forma de pasta e misturadas com
Adiantum incisum Forsk. dleo de £0c9, Sao utilizadas para ql{edglde ROUT; PANDA,;
. cabelo. A infuséo das frondes jovens é utilizada
(Adiantaceae) L MISHRA, 2009
no tratamento da maléria e de doencas
brénquicas. Uma mistura do p6 das frondes
com manteiga € utilizada no tratamento de
gueimacdes internas do corpo
Espécie utilizada em Bjanjabasa (india).
Adiantum lunatum Burm. Decocto da fo_lha e da raf|z.ut|llzado~no ROUT; PANDA,;
: tratamento de chiado no peito; decoc¢éo das
F. (Adiantaceae) I ; MISHRA, 2009
folhas frescas utilizada para tratar ciclo
menstrual irregular
pcianum pipperse L. | Espece Wlzads em Medhasan (093 v | mour; panoa
(Adiantaceae) pasta, adr da oraimente, p MISHRA, 2009
alivio imediato de indigestéo
Asplenium ruta-muraria L. | Apresenta propriedades curativas para afec¢des BLANCH et al.,
(Aspleniaceae) de baco, peito e rins 2010
Asplenium trichomanes L. | Frondes utilizadas na forma de infuso e decocto BLANCH et al.,
(Aspleniaceae) para tratar infec¢des do baco e o figado 2010
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Espécie (Familia)

Evidéncias etnofarmacoldgicas

Autor(es), ano

Blechnum occidentale
L.
(Blechnaceae)

Utilizada no tratamento de desordens da
gestacdo, do parto e do pds-parto

NAVARRETE et
al., 2006

Utilizada no tratamento de infecc8es
urindarias

BARROS;
ANDRADE, 1997

Espécie utilizada em Devasthali (India) das
seguintes maneiras: 2 a 3 gotas do suco das
folhas sé&o utilizadas no ouvido em casos de

Blechnum orientale L. dor severa; o rizoma é utilizado para tratar ROUT; PANDA;
(Blechnaceae) feri NS ~ MISHRA, 2009
eridas intestinais; as frondes frescas sao
utilizadas como cataplasma para furinculos
e também para tratar queixas urinarias
Blechnum serrulatum Utilizada, na forma de ch4, no combate a BARROS;

Rich.
(Blechnaceae)

edemas

ANDRADE, 1997

Brainea insignis (Hook.)
J. Smith.
(Blechnaceae)

Utilizada principalmente na China como erva
medicinal para tratar o frio, queimadura, feridas
com sangramento e ascaridiase

WANG et al., 2010

Dryopteris filix-mas Utilizada como vermifugo (os rizomas e bases BLANCH et al.,
(Polypodiaceae) das frondes) 2010
Lvaodium iaponicum Utilizada na China h& mais de 2000 anos
Y9 jap (planta inteira ou esporos maduros) no LI; ZHOU; HAN,
(Thunb.) S .
. tratamento de eczema de pele, diarréia, nefrite, 2006
(Schizaeaceae) . . ~ S
célculo renal e infeccdo urinaria
Microgramma Tradicionalmente empregada como agente SUFFREDINL,
squamulosa '€ empreg no ag BACCHI; KRAUS,
) contra Ulceras estomacais
(Polypodiaceae) 2008

Em negrito, evidéncias etnofarmacolégicas relatadas para espécies do género Blechnum.

Segundo Yunes; Calixto (2001), quando se pretende selecionar plantas para o

desenvolvimento de novos medicamentos pode-se empregar uma série de métodos,

incluindo: selecdo ao acaso; emprego de conhecimentos etnofarmacolégicos;

taxonomia quimica; ecologia quimica. De todos esses meétodos, 0 que resulta em

uma maior probabilidade de encontrar plantas com boa atividade farmacoldgica é o

emprego de conhecimentos etnofarmacolégicos.

Assim, € importante a documentacdo de todo esse conhecimento popular

principalmente para a conservacdo e utilizacdo das informacdes etnomedicinais

como base para pesquisas fitoquimicas, farmacolégicas e clinicas de novos
principios ativos oriundos de fontes vegetais (ROUT; PANDA; MISHRA, 2009).
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2.5 OCORRENCIA DE METABOLITOS SECUNDARIOS EM PTERIDOFITAS EM
GERAL E EM ESPECIES DO GENERO BLECHNUM

Apesar dos variados relatos existentes sobre a utilidade medicinal de algumas
espécies de pteridofitas, baseados no uso empirico, o potencial fitoquimico e
farmacoldgico das mesmas esta longe de ser totalmente explorado. Se comparadas
com as plantas superiores, as pteridofitas sdo frequentemente ignoradas como
objetos de estudos fitoquimicos que, segundo Simdes et al. (2004), tém por objetivo
conhecer os constituintes quimicos de espécies vegetais ou avaliar sua presenca.

Tais constituintes quimicos, também conhecidos como metabdlitos, resultam
de reacBes quimicas que ocorrem continuamente nas células vegetais. Alguns deles
- como os carboidratos, lipideos, proteinas e &cidos nucléicos - sdo essenciais a
manutencdo da vida do organismo produtor, sendo, por isso, denominados
metabdlitos primarios (SIMOES et al., 2004).

H& ainda os metabdlitos secundarios, produtos que embora ndo sejam
necessariamente essenciais para o organismo produtor, garantem vantagens para
sua sobrevivéncia e para a perpetuacdo de sua espécie no ecossistema, visto que
estdo diretamente envolvidos em mecanismos que permitem a adequacao do
produtor ao meio (SIMOES et al., 2004).

Além de poderem desempenhar func¢des de defesa contra herbivoros e micro-
organismos fitopatogénicos, proteger as plantas contra raios ultravioleta (UV),
participar em alelopatias, dentre outras funcdes ecoldgicas, os metabdlitos
secundarios frequentemente apresentam atividades biolégicas interessantes
(HARBONE, 1988; SIMOES et al., 2004).

Desta forma, os metabdlitos secundarios tém despertado o interesse de
pesquisadores de varios campos da ciéncia, especialmente na area farmacéutica,
gue véem neles uma fonte promissora de novas moléculas potencialmente Uteis ao
homem (SIMOES et al., 2004).

Apesar dos escassos estudos fitoquimicos ja realizados em pteridéfitas, essas
constituem um grupo de vegetais reconhecidamente abundantes em metabdlitos

secundarios ndo encontrados em plantas superiores. Ja sdo conhecidos pelo menos
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200 derivados triterpénicos com estrutura distinta daqueles encontrados em plantas
superiores (SHINOZAKI et al., 2008).

Também foram identificados compostos fendlicos em algumas espécies de
pteridofitas que normalmente estdo associados a atividade antimicrobiana das
espécies que os contém (GUHA; MUKHOPADHYAY; GUPTA, 2005; MELOS et al.,
2007).

Durante a ultima década, outros compostos naturais foram descobertos em
diferentes espécies de pteridofitas da familia Pteridaceae, a exemplo de flavondides
(chalconas, dihidrochalconas, avanonas, dihidroflavondis, flavonas, flavondis e
biflavonoides) presentes em exsudatos localizados na superficie abaxial das frondes
(WOLLENWEBER; SCHNEIDER, 2000).

O Quadro 2 sumariza os metabdlitos secundarios ja detectados ou isolados

em espécies de pteridéfitas pertencentes a diferentes familias.

Quadro 2: Levantamento de metabdlitos secundarios ja detectados ou isolados em
espécies de pteriddfitas pertencentes a diferentes familias

Extrato /
Espécie (Familia) | Compostos detectados ou isolados Fracdo Autor(es), ano
investigada (s)
Flavondides, taninos, taninos
) ) catéquicos, acidos fendlicos derivados i BLANCH et al.,
Adiantum capillus- do acido cinamico, ésteres do acido 2010
\égnerls L. hidroxicinamico, &cidos gélico e tanico
(Adantacese) Compostos fenolicos Extrato SINGH etal.,
P metandlico 2008
Adiantum
caudatum L. Compostos fendlicos e saponinas Extra’tp SINGH etal.,
X metandlico 2008
(Adiantaceae)
Adla_ntum . Extrato SINGH et al.,
peruvianum Compostos fendlicos -
X metandlico 2008
(Adiantaceae)
Adiantum . . Extrato SINGH et al.,
venustum Compostos fendlicos e saponinas "
; metandlico 2008
(Adiantaceae)
01 glicosideo denominado
angiopterosideo; 03 flavonodides
(violantina, isoviolantina e apigenina
Angiopteris 6,8-di-C-a-L-arabinopiranosideo); 02 Extratos CHEN et al
palmiformis triterpenos tipo ferneno, o 7-a- metandlicos das 2010 v
(Marattiaceae) hidroxifern-8-en-11-ona e o 11p3- frondes
hidroxifern-8-en-7-ona; 03 triterpenos
tipo filiceno, o 3B-hidroxifilic-4(23)-eno,
o filicenol e o 3a-hidroxifilic-4(23)-eno
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Cont. Quadro 2: Levantamento de metabdlitos secundarios detectados ou isolados
em espécies de pteridéfitas pertencentes a diferentes familias

Espécie (Familia)

Compostos detectados ou isolados

Extrato /
Fracdo
investigada (s)

Autor(es), ano

Fracdo acetato
de etila obtida

Blechnum
e - do FARIAS et al.,
brasiliense Compostos fendlicos fracionamento 2007
(Blechnaceae) d
0 extrato
bruto
_Blechnur_n o Extrato de LAI: LIM: TAN,
orientale Linn. Polifendis frondes
2009
(Blechnaceae) frescas
Blechnum minus Ecdisterdides (Blechnosideo A e SUKSAMRARN;
. - WILKIE; HORN,
(Blechnaceae) Blechnosideo B)
1986
Lignanas i WANG; DAVIN;
Blechnum spicant LEWIS, 2001
(Blechnaceae) - iy DAVIN et al.,
Acidos fendlicos - 2003
reB'ﬁngigLr’]Tm (2S)-5,7-Dihidroxi-4"-methoxi-6,8- Extrato das | DOCARMO et
g dimetilflavanona frondes al., 1985
(Blechnaceae)
Lignanas, flavonoides, glicosideos,
estilbenos, esterdides e uma série de
Brainea insignis compostos volateis; compostos
(Hook.) J Sr?]ith fendlicos, incuindo um flavonol pouco i WANG et al.,
v ' usual acoplado com unidades de 2010
(Blechnaceae) : o R
fenilpropil e &cido chiquimico,
denominado brainicina, e um novo
flavonol acilglicosideo brainosideo B
Cyathea faurieri . . L
4 Flavondides kanferol, cirtominetina e HIRAOKA;
(Cyatheaceae) . Extrato das
Cvathea h Ki farrerol e uma flavona caracterizada frondes HASEGAWA,
yathea hancocxil como vitexina 1975
(Cyatheaceae)
Filicina, que é uma mistura de
Dryopteris filix-mas substancias _pohfenohcas derlyadas do BLANCH et al.,
. floroglucinol, entre as quais se -
(Polypodiaceae) L A 2010
destacam a aspidina, o &cido
flavaspidico e a desaspidina
tggnoisnor:za 05 compostos lipofilicos, triterpenos Extrato das TANAKA et al.,
q pIr tipo hopano frondes 1991
(Lophosoriaceae)
Lygodium
flexuosum
(Schizaeaceae) Diternendides do tio aiberelinas Extratos das WYNNE et al.,
Lygodium P Pog frondes 1998
circinnatum
(Schizaeaceae)
Microgramma Extrato bruto de SUFFREDINI;
squamulosa Flavonéides e taninos caule/raizes e BACCHI;
(Polypodiaceae) fracOes ativas KRAUS, 2008
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Cont. Quadro 2: Levantamento de metabdlitos secundarios detectados ou isolados
em espécies de pteridéfitas pertencentes a diferentes familias

Espécie (Familia)

Compostos detectados ou isolados

Extrato /
Fracao
investigada (s)

Autor(es), ano

Pteridium aquilinum

Glicosideo sesquiterpeno do tipo

ou arabinofuranose ligadas em C-4; a
frac&o aglicona foi denominada
woodwardina.

var. caudatum protoiludano, denominado I%gtrﬁgo ?J%%?g)o CAaslTli‘é‘ég et
(Dennstaedtiaceae) pteridanosideo guaq "
Fracdes acetato
02 glicosideos, o éster 6’-O-(3,4- de etila e
Salvinia molesta D. | dihidroxi benzoil)-B-D-glucopiranosil e butandlica
S. Mitch. 4-0O-f-D-glucopiranosideo-3-hidroxi obtidas apds CH%lIJD;)%gY et
(Salviniaceae) metil benzoato; acido hipogdlico; 4cido | fracionamento v
caféico; paeoniflorina e pikurosideo do extrato
metandlico bruto
Selaginella 03 biflavonas, a 4'-7"-di-O- Extrato das SILVA et al.,
willdenowii mentoflavona, a isocriptomerina e a folhas 1995
(Selaginellaceae) 7”-O-metilrobustaflavona
Um novo glicosideo
trinorsesterterpeno, tendo como
aglicona um éacido 3-[6-(4,8-dimetil- HANUS:
Woodwardia nona-1,3,7-trienil)-4-hidroxi-2,6-dimetil- | Extrato etanolico .
L . . . . A REZANKA,;
virginica (L.) Sm. ciclohex-1-enil]-3-hidroxipropidnico e das frondes
~ P X - DEMBITSKY,
(Blechnaceae) fracBes sacaridicas de glicose, xilose frescas 2003

- Informacéo inexistente na referéncia consultada.

Em negrito, estudos fitoquimicos ja realizados com espécies do género Blechnum.

Embora os estudos apontem a presenca de diversos metabdlitos secundarios

em pteridoéfitas, Blanch et al. (2010) ressaltam que, de todos os metabdlitos, os mais

frequentes e variados nesse grupo vegetal sdo os compostos fendlicos, incluindo os

flavonoides.

2.5.1 Compostos fendlicos

Os compostos fendlicos sdo substancias amplamente distribuidas na

Natureza, sendo que mais de 8.000 compostos fendlicos ja foram detectados em

plantas, nas quais contribuem para o sabor, odor e coloracdo (LAI; LIM; TAN, 2009;
SIMOES et al., 2004; SILVA et al., 2010).
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Normalmente derivam de reacbes de defesa das plantas em resposta a
agressao por patégenos, a exemplo da hidroquinona, do &cido elagico e ésteres do
acido galico, ou em resposta ao ataque de insetos, a exemplo de alguns
fenilpropandides relatados como marcantes supressores do apetite de insetos
(SIMOES et al., 2004).

Ha ainda polifendis que sdo formados em resposta a outras condi¢bes de
estresse ambiental. Assim, plantas que estdo expostas a fatores de estresse, como
as plantas de altas montanhas, expostas a baixa temperatura, a reducdo da pressao
parcial de O,, ao aumento da radiacdo UV e a regime hidrico desfavoravel,
geralmente tem um grande acumulo de polifenéis (LAI; LIM; TAN, 2009). Como
exemplo, pode-se citar a espécie Blechnum orientale L., que se desenvolve em
ambientes expostos a luz solar e em encostas ou regides montanhosas com altitude
de 1.500 a 1.700 metros, e tende a apresentar valores elevados de compostos
fenolicos totais (LAI; LIM; TAN, 2009).

Quanto a estrutura, os compostos fendlicos sdo bastante diversos e sao
dotados de pelo menos um anel aromatico contendo substituintes hidroxilados e/ou
seus derivados funcionais (ésteres, éteres, glicosideos e outros) (ANGEL;
GONZALES, 1999; SIMOES et al., 2004).

A maior parte desses compostos ndo € encontrada no estado livre na
natureza, e sim na forma de ésteres ou de heterosideos, o que lhes confere
solubilidade em agua e em solventes organicos polares. Além disso, por serem
fendlicos, sdo muito reativos quimicamente e apresentam, em geral, caracteristicas
acidas, podendo ser isolados através da sua solubilidade em solugcbes fracamente
basicas (por exemplo, solucéo de carbonato de sodio) (SIMOES et al., 2004).

Os compostos fendlicos sao também facilmente oxidaveis, seja através de
enzimas especificas ou por influéncia de metais (como ferro e manganés), por acao
da luz e do calor, ou em meio alcalino, fato que ocasiona o escurecimento de suas
solugdes ou dos compostos isolados. Outra caracteristica importante € a intensa
absorcdo na regido do UV, por serem compostos aromaticos (SIMOES et al., 2004).

Os principais compostos fendlicos comumente encontrados em plantas
podem ser classificados em classes, de acordo com o tipo e 0 numero de anéis

fendlicos que apresentam, e em subclasses, de acordo com substituicdes
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especificas na estrutura basica, associagdes com carboidratos e formas
polimerizadas (MANACH et al., 2004).

Em uma das classes encontram-se os compostos nao-flavonoides (fendis
simples ou acidos fendlicos, dentre eles os derivados dos acidos hidroxicinamico e
hidroxibenzdico) e na outra, os compostos flavondides (polifendis) (SILVA et al.,
2010). Também se enquadram no grupo dos compostos fendlicos as cumarinas,
estilbenos, taninos condensados e hidrolisaveis, bem como as lignanas e ligninas
(SOUSA et al., 2007).

Na Figura 5, exemplos de compostos fendlicos que, segundo Blanch et al.
(2010), ja foram encontrados em pteriddéfitas.

CO_H _

HO
OH

OH

Acido 4-hidroxibenzéico

Acido caféico

OH

OH

=

OH

OH
R = H, Kanterol Acido clorogénico
R = OH, quercetina Q. genico.

" (Acido 5-O-cafeoilquinico)
(Flavonaois)

Figura 5: Compostos fendlicos ja isolados em pteridofitas.
Fonte: DEWICK, 2002.
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2511 Flavonodides

Os flavondides constituem uma classe de compostos amplamente distribuida
no reino vegetal, e que representam um dos grupos fendlicos mais importantes e
diversificados entre os produtos de origem natural (SIMOES et al., 2004).

Dentre as funcdes atribuidas aos flavondides nas plantas estdo: protecéo
contra incidéncia de raios ultravioleta e visivel; protecdo contra insetos, fungos, virus
e bactérias; antioxidantes; controle da acdo de horménios vegetais; agentes
alelopaticos; e inibidores de enzimas (HARBONE; WILLIAMS, 2000).

Os flavonoides também sdo dotados de importancia farmacoldgica, resultado
de propriedades atribuidas a alguns representantes da classe, como: antitumoral,
antiinflamatdria, antioxidante, antibacteriana, antiviral, antialérgica, vascular (reducdo
da permeabilidade e da fragilidade capilar), dentre outras (SIMOES et al., 2004;
CUSHNIE; LAMB, 2005).

Devido a habilidade dos flavonéides em inibir a germinacdo de esporos de
patbgenos em plantas, seu uso contra fungos patogénicos ao homem também tem
sido proposto. Ha relatos da acéo de flavondides isolados de plantas contra Candida
albicans (CUSHNIE; LAMB, 2005).

Quanto a estrutura, possuem em seu nucleo fundamental 15 atomos de
carbono, que constituem dois anéis benzénicos (A e B) ligados através de um anel
pirano heterociclico (C) (Figura 6). Podem ocorrer conjugados com acucares,
formando os O-heterosideos ou C-heterosideos (agucar ligado por intermédio de
uma hidroxila ou por intermédio de um atomo de carbono, respectivamente), na

forma livre de aculcares, denominada aglicona ou genina (SIMOES et al., 2004), ou

ainda polimerizados (antocianinas) (SOBRINHO et al., 2010).
3

Figura 6: Nucleo fundamental dos flavonoides e sua numeracéo.
Fonte: BEHLING et al., 2004.
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O anel A é proveniente da rota do acetato (Malonil-CoA), enquanto o anel B e
a cadeia propibnica que forma o anel heterociclico C sdo oriundos da rota do
chiguimato (p-Cumaril-CoA) (SOBRINHO et al., 2010).

A familia dos flavondides é composta por mais de 4.000 diferentes
compostos, agrupados em classes, que diferem no nivel e padrdo de oxidagdo do
anel C. Dentre as classes de flavondides estdo: flavonas, flavanonas, isoflavonas,
flavonois, flavanonois, flavan-3-0is, e antocianidinas. Outras classes incluem
biflavonas, chalconas e auronas (YUNES; CALIXTO, 2001).

J& as diferencas individuais dentro de cada classe resultam de uma variacdo
no namero e posicao dos grupamentos hidroxilas, ou em modificacdes nos nucleos,
especialmente a saturacdo do heterociclo pirbnico, e também, pelo grau de
glicosilacdo e metilacdo, as quais afetam varias propriedades dos flavondides,
especialmente a hidrofobicidade das moléculas (YUNES; CALIXTO, 2001).

De acordo com Blanch et al. (2010) os flavonéides presentes nas pteridofitas
aumentam em complexidade estrutural segundo avanca a evoluc¢do, ocorrendo
flavonas de estrutura mais simples em taxons mais primitivos, até flavondides de
estrutura quimica mais complexa em taxons mais recentes. Simdes et al. (2004)
revelam, ainda, que a variabilidade estrutural dos flavondides encontrados em
pteridéfitas € pequena.

Os flavonoides das samambaias sdo primariamente restritos a quatro grupos
principais: flavonois, glicosilflavonas, flavonas e flavanonas. Também sé&o
encontrados outros tipos de flavondides em samambaias, porém de forma mais
esporadica, como antocianinas, xantonas, flavanonois e as biflavonas (WALLACE,
1989).

De acordo com Blanch et al. (2010), em pteridofitas, dentro do grupo das
flavonas podem ser encontradas a apigenina e a luteolina (Figura 7a); no grupo dos
flavondis, o kanferol e a quercetina (Figura 5); dentre as flavanonas, o farrerol
(Figura 7b) e a cirtominetina. Também sdo encontrados derivados glicosilados de

tais compostos.
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OH OH
HO e) HO O o
| R .
OH O OH O
R = H, apigenina Farrerol

R = OH, luteolina

(a) (Flavonas) (b) (Flavanona)

Figura 7: Flavonéides presentes em pteridéfitas. (a) Estrutura das flavonas apigenina e
luteolina. (b) Estrutura da flavanona farrerol
Fonte: DEWICK, 2002.

Quanto a deteccdo e quantificacdo dessa classe de metabdlitos, varias
técnicas podem ser empregadas. Entretanto, a complexacdo dos flavonoides com
metais, principalmente com o fon AI**, seguida pela anélise da absorcdo no UV-Vis
do complexo Al**-flavonéide formado, é a técnica comumente empregada, por se
tratar de um método simples. A absorcdo dos flavondides no UV-Vis é devido a
presenca das ligacdes duplas dos anéis aromaticos (MARKHAN, 1982).

O principio do método colorimétrico com o cloreto de aluminio consiste na
formacdo de complexos estaveis do cation aluminio (AI**) com grupamentos
especificos dos flavondides (CHANG et al., 2002).

Os trés possiveis sitios quelantes dos flavondides sdo: os grupos hidroxila
(OH) no carbono 3 (C-3) ou no carbono 5 (C-5) e o grupo 3’,4’-o-dihidroxil (Figura 8)
(CHANG et al.,, 2002). Em solucdo neutra, o cloreto de aluminio pode formar
complexos com todos estes grupos; ja em solucéo &cida (AICIs/Acido acético), o Al**
forma complexo somente com os grupos 3-OH e 5-OH.
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Figura 8: Esquema representativo da complexacéo de flavonéides com o ion AP
Fonte: MABRY; MARKHAM; THOMAS, 1970.
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Como resultado da formacéo de complexos estaveis (AlI**

-flavondide), ocorre
na andlise espectrofotométrica um deslocamento das bandas de absorcdo para
maiores comprimentos de onda e uma intensificacdo das absorcbes. Assim, é
possivel detectar a presenca e determinar a quantidade de flavondides na amostra,
evitando-se a interferéncia de outras classes de substancias fendlicas,

principalmente a dos &cidos fendlicos (FUNARI; FERRO, 2006).

2.6 ATIVIDADES BIOLOGICAS DE COMPOSTOS ORIUNDOS DE PLANTAS

Na busca de principios ativos em espécies vegetais, ndo interessa 0
composto mais facil de separar, 0 que se encontra em maior concentracao ou
aguele que possui a estrutura mais complexa, e sim, 0s compostos que apresentam
atividade biolégica. Dai a importancia e necessidade de estudos fitoquimicos
guiados por bioensaios, seja in vivo ou in vitro. Como é muito mais provavel
encontrar atividade biolégica em plantas orientadas pelo seu uso na medicina
popular do que em plantas escolhidas ao acaso, a busca de informacfes da
medicina popular consiste em um dos principais aspectos observados quando se
procura obter substancias ativas de plantas (YUNES; CALIXTO, 2001).

Portanto, € de grande interesse determinar se preparacfes vegetais utilizadas
na medicina popular tém atividades que possam ser utilizadas em formulagctes
modernas (KIM et al., 2008), a exemplo das atividades antimicrobiana e

antioxidante.

2.6.1 Atividade antimicrobiana de fitoquimicos e provaveis mecanismos de

acéao

Nos recentes anos, inumeros antibioticos tém perdido sua eficiéncia devido ao
desenvolvimento de cepas resistentes. Dentre 0s principais mecanismos de

resisténcia desenvolvidos pelos micro-organismos aos antimicrobianos atuais, seja
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por mutacdo ou por aquisicdo de material genético exdgeno, estdo: inativacao direta
da molécula ativa, devido a producdo de enzimas que a degradam; modificacdo da
estrutura alvo da acao do farmaco, a exemplo da modificacdo na estrutura da parede
celular de enterococos resistentes a vancomicina; e reducdo da concentracao
citoplasmatica do antimicrobiano por efluxo, decorrente da acdo de transportadores
multi-drogas e uso da for¢ca proton-motora (ARTHUR et al., 1996; AMATO-NETO et
al., 2000; BLACKMORE; MCNAUGHTON; POOLE, 2002).

Além do problema da resisténcia, antibidticos algumas vezes estédo
associados com efeitos adversos incluindo hipersensibilidade, imunossupressao e
reacOes alérgicas (LAI; LIM; TAN, 2009).

Dai a necessidade de desenvolver novos antibioticos a partir de fontes
naturais, especialmente de plantas, que apresentam uma resisténcia “natural”’ a
doencas bacterianas (BASILE et al., 1997; LAI; LIM; TAN, 2009). Tal resisténcia
depende de uma série de mecanismos de defesa, dentre os quais a sintese de
substancias antimicrobianas € particularmente importante (BASILE et al., 1997).

Os agentes antimicrobianos presentes nas plantas podem apresentar um dos
seguintes modos de acdo: (1) reacdo com a membrana celular do patégeno,
causando aumento da permeabilidade e perda dos constituintes celulares; (2)
inativagcdo de sistemas enzimaticos ou enzimas essenciais, incluindo as envolvidas
no processo de producdo de energia e sintese de componentes estruturais; ou (3)
destruicdo ou inativacdo funcional do material genético do patégeno (ALMEIDA,
2007).

Em se tratando de compostos aromaticos e compostos fenolicos, existe um
consenso de que eles atuam na membrana citoplasmatica dos micro-organismos
alterando sua estrutura e funcéo, alterando também o transporte ativo e coagulando
0 conteudo celular (SIKKEMA; DE BONT; POOLMAN, 1995; BURT, 2004). Aléem
disso, para os compostos fendlicos, acredita-se que quanto maior o grau de
hidroxilagdo maior a sua toxicidade para micro-organismos (ALMEIDA, 2007).

Em relacdo a acdo de agentes antimicrobianos sobre a atividade enzimatica
dos micro-organismos, acredita-se que 0os compostos oxidados inibem a atividade
enzimatica por meio de uma reacdo com grupos sulfidrila ou por interacdes nao

especificas com proteinas (COWAN, 1999).
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Nos dUltimos anos, tem aumentado o numero de estudos voltados a
investigacdo da atividade antimicrobiana de flavonoides. Em alguns dos estudos
realizados ja foram isoladas e identificadas estruturas de flavonodides dotados de
atividades antifungica, antiviral e antibacteriana (CUSHNIE; LAMB, 2005).

Dentre os mecanismos de acao antimicrobiana propostos para 0os compostos
desse grupo estdo: inibichio da DNA girase (mecanismo de acao do flavonol
guercetina); inibicdo da funcdo da membrana citoplasmatica, por alterar a fluidez da
mesma (os flavondides narigenina e soforaflavanona G, por exemplo, reduzem a
fluidez da membrana das células bacterianas); e inibicdo do metabolismo energético,
0 que afeta a producdo de energia necesséria para a absorcdo ativa de varios
metabdlitos e para a biossintese de macromoléculas (CUSHNIE; LAMB, 2005).

Ja Mori et al. (1987) demonstraram em seu estudo que a sintese de DNA em
Proteus vulgares e a sintese de RNA em Staphylococcus aureus foram fortemente
inibidas por flavondides. Esses mesmos autores sugerem que o anel B dos
flavondides pode intercalar-se ou formar ligac6es de hidrogénio com as bases dos
acidos nucléicos, o que pode explicar a acao inibitoria dos flavonoéides na sintese de
DNA e RNA de tais micro-organismos.

Alguns pesquisadores também reportaram sinergismo entre flavonoides de
ocorréncia natural e outros agentes antibacterianos contra cepas de bactérias
resistentes (CUSHNIE; LAMB, 2005).

O sinergismo entre compostos ativos oriundos de plantas e drogas
antimicrobianas também é relatado por Abascal e Yarnell (2002). Segundo esses
autores, a medicina botanica (i.e., os compostos oriundos de plantas) pode
aumentar a eficiéncia de drogas antimicrobianas de trés maneiras: (1) por agéo
antimicrobiana aditiva ou sinérgica; (2) por inativagdo da inibicdo dos
antimicrobianos, através do bloqueio da acédo enzimatica; (3) por inibicdo do efluxo,
inibindo as bombas de resisténcia a multidrogas (MDRs) e garantindo uma

concentracéo Gtima do antimicrobiano no interior do micro-organismo (Figura 9).
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Figura 9: Aumento da eficiéncia de drogas antimicrobianas por acdo de compostos oriundos de
plantas.
Fonte: ABASCAL; YARNELL, 2002.

Dados sobre a atividade antimicrobiana de extratos vegetais e fitofarmacos,
avaliada frente a micro-organismos sensiveis e resistentes a antibiéticos, bem como
0 possivel efeito sinérgico da associacdo entre antibidticos individualmente
ineficazes e extratos, sdo relevantes, permitindo concluir que estudos detalhados
sobre o uso terapéutico das plantas devem ser intensificados (NASCIMENTO et al.,
2000).

2.6.1.1 Atividade antimicrobiana de pteridofitas

Em relagéo a investigagdo de substancias antimicrobianas em plantas, o taxa
mais investigado € o das angiospermas (monocotiledéneas e dicotiledbneas).

Poucos dados estdo disponiveis sobre outros grupos de plantas, especialmente o
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grupo das pteriddfitas, a respeito do qual pouco se conhece sobre sua atividade
antimicrobiana (BASILE et al., 1997; SINGH et al., 2008). Contudo, as pteriddfitas,
além das plantas superiores, também séo reconhecidas como plantas resistentes a
patogenos. Acredita-se inclusive que um dos fatores importantes para o sucesso
evolutivo das pteridofitas e pela sua sobrevivéncia por mais de 350 milhées de anos
seja a sua resisténcia a infecgcbes por patdégenos microbianos, gragas a sua
propriedade antimicrobiana (BLANCH et al., 2010).

As poucas investigacbes ja realizadas com algumas samambaias,
particularmente espécies utilizadas no tratamento de doencas de pele e de feridas,
confirmaram suas propriedades antimicrobianas (LAI; LIM; TAN, 2009).

O estudo realizado por Maridass e Ghanthikumar (2008) revelou que o extrato
acetonico das folhas de Blechnum orientale L. apresentou zonas de inibicdo méaxima
contra as bactérias patogénicas Proteus vulgaris, Klebsiella pneumoniae e
Salmonella typhi em um ensaio de difusdo em disco. Os autores relacionaram o
efeito antibacteriano encontrado com a presenca dos seguintes constituintes
bioativos ja relatados para essa espécie: 6leos essenciais, triterpenos e compostos
fendlicos. Esta mesma espécie foi a que apresentou melhor atividade antibacteriana
em um estudo realizado por Lai; Lim; Tan (2009) com o extrato das folhas de cinco
pteridéfitas medicinais.

2.6.2 Atividade antioxidante de fitoquimicos e provaveis mecanismos de acao

Nos ultimos anos tem crescido o interesse por estudos sobre o estresse
oxidativo e seus efeitos adversos a saude humana. Tudo isso ocasionado pela
crescente exposi¢cdo do organismo a fatores exogenos (como consumo de alcool,
tabagismo, exposicdo a radiagdo ndo ionizante, dentre outros) e endégenos (como
estados psicolégicos que desencadeiam estresse emocional) que levam a formacéo
de uma gama de espécies reativas de oxigénio (EROs) que, por sua vez, resultam
em desequilibrio homeostatico (LI; ZHOU; HAN, 2006).
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A formagéo de radicais livres e de espécies reativas de oxigénio € uma
consequéncia inevitdvel da vida aerdbica, que inclui 0 processo respiratorio e
diversas reacdes oxidativas das células aerébicas (SILVA et al., 2010).

Os radicais livres — atomos ou moléculas que possuem em seu orbital externo
um ou mais elétrons desemparelhados — podem ser formados pela perda ou ganho
de um elétron de um nao radical, ou através da quebra homolitica de uma ligacao
covalente (HALLIWELL; GUTTERIDGE, 1999). As espécies reativas de oxigénio, por
sua vez, nao apresentam necessariamente elétrons desemparelhados, mas
constituem espécies quimicas altamente reativas, geralmente dotadas de
propriedades oxidantes (BAST; HAENEN; DOELMAN, 1991; HALLIWELL, 1996).

Na Tabela 1, adaptada de Halliwell (1996), constam exemplos de espécies

reativas de oxigénio, representadas por formas radicalares e nao radicalares.

Tabela 1: Espécies reativas de oxigénio (EROs), formas radicalares e nao
radicalares.

Espécies Reativas de Oxigénio (EROSs)

Radicais N&o radicais

Anion radical superoxido (O")
Hidroxila (OH)
Peroxila (RO
Alcoxila (RO

Hidroperoxila (HO,")

Peréxido de Hidrogénio (H20,)
Acido Hipocloroso (HOCI)
Ozbnio (O3)
Oxigénio singlete (*O.)

Fonte: HALLIWELL, 1996.

O desbalanco entre os sistemas antioxidantes, sejam eles enddgenos ou
exogenos, e a producdo de compostos oxidativos (radicais livres e espécies reativas
de oxigénio) aparentemente estd associado com diversas doencas de cunho
multifatorial, a exemplo de varios tipos de cancer, doencas cardiovasculares e
desordens inflamatérias, além de estar relacionado ao envelhecimento precoce
(SILVA et al., 2010).

O mecanismo de desenvolvimento dessas patologias geralmente envolvem
alteracbes oxidativas cumulativas de moléculas consideradas criticas, incluindo
acidos graxos, proteinas, carboidratos, acidos nucléicos e substancias envolvidas na
modulacdo da expressdo génica e em respostas inflamatorias (LAGUERRE;
LECOMTE; VILLENEUVE, 2007). Dentre as alteragOes oxidativas cumulativas, a
mais frequente é a peroxidacao lipidica (LPO) (LIANDA, 2009).
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A LPO procede em trés estagios: iniciacdo, propagacao e terminagdo. No
primeiro estagio, as EROs, especialmente as espécies radicalares, atacam as
cadeias de acidos graxos poliinsaturados dos fosfolipidios e do colesterol, abstraindo
um hidrogénio para formar um radical lipidico. Como resultado, sdo formados
radicais de carbono que, na fase de propagacdo, podem reagir com oOxigénio
originando os chamados radicais peroxila, que por sua vez podem atacar novas
cadeias de Acidos graxos poliinsaturados, propagando a reacdo. E dessa forma que
se inicia a peroxidacao lipidica nas membranas celulares. Os radicais de carbono
reativos formados também podem reagir com metais, formando aldeidos e epdéxidos,
gue sao reativos e causam danos de novo ao DNA. No estagio de terminacédo, as
espécies de radicais livres reagem entre si ou com antioxidantes para formar
produtos inertes (SOUSA et al., 2007; LIANDA, 2009).

Acredita-se que a ingestdo de antioxidantes exdgenos, sobretudo aqueles
obtidos de produtos de origem vegetal, como vitaminas C e E, compostos fenélicos —
especialmente os flavondides - e carotendides, contribui para a resisténcia ao
estresse oxidativo e, consequentemente, esta associada com a reducdo da
incidéncia das diversas doencas oxidativas (LAGUERRE; LECOMTE; VILLENEUVE,
2007; LAI; LIM; TAN, 2009; SILVA et al., 2010).

Esses antioxidantes normalmente estdo presentes em concentracdes
menores que 0 agente oxidante, e sdo capazes de inibir a cadeia de iniciacdo ou
interromper a cadeia de propagacdo das reacdes oxidativas promovidas pelos
radicais (MAISUTHISAKUL; SUTTAJIT; PONGSAWATMANIT, 2007; PODSEDEK,
2007), visto que podem estabilizar ou desativar os radicais livres antes que estes
ataquem os alvos biolégicos nas células (SOUSA et al., 2007).

Os radicais formados a partir de antioxidantes ndo sdo reativos a ponto de
propagar a reacdo em cadeia sendo, portanto, neutralizados por reagdo com outro
radical, formando produtos estaveis ou sendo reciclados por outro antioxidante
(SOUSA et al., 2007).

Dentre as diversas classes de substancias antioxidantes de ocorréncia
natural, os compostos fendlicos tém recebido especial atencdo nos ultimos anos
(SOUSA et al.,, 2007). Tais compostos agem como antioxidantes devido a sua

habilidade em doar hidrogénio ou elétrons e, também, em virtude de seus radicais
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livres intermediarios estaveis, que impedem principalmente a peroxidacdo lipidica
(BRAND-WILLIAMS; CUVELIER; BERSET, 1995).

Segundo Simdes et al. (2004), ha relatos de atividade antioxidante para
alguns derivados de acidos fendlicos, como para o acido clorogénico, para o acido
caféico e seus ésteres com esterdis e triterpenos, e para o acido ferulico e seus
ésteres com esteréis e triterpenos. Essas evidéncias sugerem que doencas
causadas pelas reacdes oxidativas em sistemas bioldgicos podem ser retardadas
pela ingestdo de antioxidantes naturais, principalmente compostos fendlicos.

Sroka e Cisowski (2003) comprovaram em seu estudo que ha uma correlagcéo
positiva entre a eficiéncia de acidos fendlicos como anti-radicais e antioxidantes e o
namero de grupamentos hidroxila ligados ao anel aromatico de tais compostos.
Portanto, quanto menor o niumero de hidroxilas ligadas ao anel aromético, menor a
atividade antioxidante e anti-radical.

Assim como os acidos fendlicos, os flavonéides também podem prevenir a
formacdo de radicais livres e a peroxidacao lipidica. Acredita-se que tais compostos
atuam no estagio de iniciacdo da peroxidacéo lipidica, agindo como sequestradores
de anions radicais superdxidos e radicais hidroxilas. Também podem inibir a
propagacao da peroxidacdao lipidica em cadeia, em virtude da doacdo de atomos de
hidrogénio para o radical peroxila, formando o radical flavondide menos reativo e
mais estavel (COOK; SAMMAN, 1996; NIJVELDT et al., 2001).

Segundo Cook; Samman (1996), diversos fatores estruturais dos flavonoides
influenciam na peroxidacao lipidica e, consequentemente, no grau de atividade
antioxidante apresentada, favorecendo-a. Sao eles:

(1) Presenca do grupo hidroxila na posigédo trés do anel C. Exemplo: flavonois
como quercetina, canferol, miricetina e morina.

(2) Presenca da ligagdo dupla entre os carbonos dois e trés do anel C; a
hidrogenacéo desta ligagao diminui o efeito antiperoxidativo.

(3) O numero de grupos hidroxila, sendo que quanto maior o nimero de grupos
hidroxilas nos anéis A e B, maior a atividade sequestradora de radicais livres.

(4) A presenca de uma porcdo acucar (a eficiéncia antiperoxidativa diminui em
grupos hidroxila adjacente ao grupo glicosideo, quando este esta presente,

em virtude do impedimento estérico).
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(5) Presenca de grupos metoxila, que também diminuem a eficiéncia
antiperoxidativa de flavondides in vitro devido ao impedimento estérico.

(6) Flavondides que contém grupo carbonila na posicdo quatro e grupos
hidroxilas nas posicfes trés ou cinco formam quelatos com ions metalicos,
prevenindo assim a formacao de radicais livres, o que também contribui para

suas propriedades antiperoxidativas. Exemplos: quercetina, rutina, canferol.

2.6.2.1 Atividade antioxidante de pteridéfitas

Alguns estudos ja realizados demonstram o potencial antioxidante de
espécies de pteridofitas. E o caso do estudo realizado por Choudhary et al. (2008)
com extratos da espécie Salvinia molesta D. S. Mitch., no qual se evidenciou potente
atividade antioxidante do extrato metandlico (86,88%), extrato acetato de etila
(88,42%) e extrato butandlico (83,69%) da espécie, sendo que 0S numeros entre
parénteses expressam o0 percentual de sequestro do radical 2,2-difenil-1-picril-
hidrazila (DPPH) no ensaio néo fisiolégico realizado. Nesse mesmo estudo, isolou-
se 0 acido hipogalico (Figura 10), um acido fendlico que se mostrou o composto
mais potente no teste nao fisioldgico de atividade antioxidante (ensaio de sequestro
do radical DPPH), com valor de CEso de 55,35 + 2,72 uM (CEsp = concentracéo

efetiva, ou concentragcéo capaz de inibir 50% dos radicais livres).

OH
MeO

OH

Figura 10: Estrutura do acido hipogélico, composto isolado da espécie Salvinia molesta D. S.
Mitch.
Fonte: CHOUDHARY et al., 2008.
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O estudo de Lai; Lim; Tan (2009) também revelou forte atividade antioxidante
da espécie Blechnum orientale L., que foi relacionada com o elevado conteudo de

polifendis totais na espécie.

3 MATERIAIS E METODOS

Este estudo foi realizado no Laboratério de Quimica de Produtos Naturais e
Bioativos (LAPRON) e no Laboratério de Pesquisa em Microbiologia (LAPEM) da
Universidade Estadual de Feira de Santana (UEFS).

3.1 CARACTERIZACAO DO LOCAL DE COLETA

As espécies de Blechnum foram coletadas em um remanescente urbano de
Mata Atlantica na cidade de Salvador, no Estado da Bahia, localizado no 19°
Batalhdo de Cacadores (19° BC) — Exército Brasileiro, em area autorizada pelo
Instituto Brasileiro do Meio Ambiente e dos Recursos Naturais Renovaveis (IBAMA)
(Figura 11 e Figura 12).
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Figura 11: Area do 19° Batalhdo de Cacadores — Exeército Brasileiro (delimitada em vermelho).
Fonte: AREA, 2011.
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Figura 12: Remanescente de Mata Atlantica que circunda a Represa do Cascéao, no 19° BC.

Segundo a classificacdo de AB’'SABER (1977), a cidade de Salvador esta
inserida no Dominio Tropical Atlantico, tendo como formagéo vegetacional original o
Bioma Mata Atlantica, com seus ecossistemas associados.

O processo histérico de ocupacdo do municipio, iniciado do litoral da Baia de
Todos 0s Santos para o interior, restringiu as areas de ocorréncia desta formacao
para poucos fragmentos florestais, dentre eles o situado no 19° Batalhdo de
Cacadores (19° BC), que tem a protecao do poder publico (SANTOS, 2009).

Embora o 19° BC situe-se em uma éarea urbana, ha um remanescente de
vegetacao nativa originada de uma formacéao florestal primaria, que apesar de sofrer
alteracbes em sua estrutura e composi¢cdo, ainda apresenta espécies vegetais

predominantemente autoctones (nativas).
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3.2COLETA DAS PLANTAS E IDENTIFICACAO DAS ESPECIES

As espécies de Blechnum foram coletadas no més de junho do ano de 2009.

Imagens das espécies, obtidas no local de coleta, estdo apresentadas na Figura 13.

- | . \ N Y (58
[ o . - R

Figura 13: (a) Ambiente de coleta da espécie B. serrulatum Rich. (espécie destacada no circulo
vermelho). (b) Ambiente de coleta da espécie B. occidentale L. (espécie indicada por seta).
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Durante a coleta, foram anotados dados como data, localizacdo (Global
Positioning System - GPS), condicdes climaticas e observacdes que foram julgadas
relevantes. Todo o tratamento convencional de herborizagcdo seguiu o descrito em
MORI et al. (1989). O material botanico coletado foi identificado pela Prof® Dra.
Fabiana Regina Nonato. Um exemplar de cada espécie foi depositado como
exsicata no Herbario da Universidade Estadual de Feira de Santana (HUEFS)

(Tabela 2).

Tabela 2: Identificacéo botanica, dados de coleta, e nUmero de exsicata das
espécies coletadas.

Coordenadas geograficas N° de
S(pEiEs Dados de coleta Latitude Longitude Altitude (eﬁ'(fj'égts"’;
S W) (m)
Coletor: PINTO, F.; data da
coleta: 03/06/09; horério
B. ser_rulatum _da C(?Ieta: 10:30h; 12058'111" 38906'368" 505 148886
Rich. ambiente: local sombreado,
temporariamente alagado,
no interior da mata
Coletor: PINTO, F.; data da
coleta: 03/06/09; horério
B. occidentale da coleta: 11:20h; 12057'901" 38926'975" 550 148887

L. ambiente: local imido,
sombreado, em um
barranco na beira da trilha
S: Sul; W: Oeste; HUEFS: Herbario da Universidade Estadual de Feira de Santana.

3.3 PREPARACAO DOS EXTRATOS BRUTOS

Os exemplares das espécies coletadas foram secos a temperatura ambiente,
ao abrigo da luz, até peso constante, para estabilizacdo do material vegetal (Figura
14) e, apdés secagem, tiveram suas partes aéreas (lamina foliar e peciolo) e

subterréaneas (rizomas e raizes) separadas (Figura 15).
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Figura 15: Partes aérea e subterranea da espécie B. serrulatum Rich.

Posteriormente, as partes aéreas e subterrdneas de cada espécie foram
pulverizadas separadamente em um moinho de facas da marca Marconi, modelo MA
340 (Macro Moinho tipo Wiley). O material pulverizado foi submetido a extracdo
através da técnica de maceracao em recipientes de vidro, utilizando o metanol como

solvente extrator.
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A maceracéo foi realizada em banho de ultrassom a temperatura ambiente, a
fim de otimizar a extracdo (WANG; WELLER, 2006). Nesta etapa foi utilizado o
banho ultrassénico da marca Unique, modelo USC-1800. A cada 30 minutos de
sonicacdo o material em maceracéo foi filtrado por gravidade, o macerado recolhido,
e novo volume de solvente extrator adicionado ao recipiente de vidro para reinicio do
processo de maceracao. Este processo foi repetido até reducdo da coloracdo do
filtrado.

Os extratos brutos obtidos foram concentrados em evaporador rotatorio, sob
pressao reduzida, em temperaturas de 40-42°C, e o residuo de solvente foi
eliminado por evaporacdo em capela de exaustdo. Nesta etapa, utilizou-se o
evaporador rotatorio da marca Fisatom, modelo 802.

A Figura 16 ilustra um resumo das etapas de preparacdo dos extratos brutos

das partes aérea e subterranea de cada espécie.

Figura 16: Etapas da preparacdo dos extratos brutos: (a) Moagem; (b) Maceracdo otimizada por
ultrassom; (c) Filtracéo; (d) Concentracdo em evaporador rotatorio.
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3.4 ENSAIOS DE ATIVIDADE ANTIMICROBIANA

Os ensaios de atividade antimicrobiana com os extratos obtidos foram
realizados em colaboracdo com o Laboratério de Pesquisa em Microbiologia da
Universidade Estadual de Feira de Santana (LAPEM/UEFS). Foram determinadas a
Concentragao Inibitéria Minima (CIM), a Concentracdo Bactericida Minima (CBM) e
a Concentracdo Fungicida Minima (CFM) para cada extrato bruto obtido. Para a
determinacdo da CIM utilizou-se a metodologia descrita no Clinical and Laboratory
Standards Institute — CLSI (2002), para leveduras, e no CLSI (2003), para as
bactérias, com modificagfes.

3.4.1 Determinacéo da CIM

A determinacdo da CIM dos extratos brutos foi realizada em placas estéreis

de poliestireno, com 96 pocos, através da técnica de microdiluicdo seriada.

3.4.1.1 Micro-organismos

Os micro-organismos testados, cedidos pela Colecdo de Culturas de Micro-
organismos da Bahia (CCMB), foram: Escherichia coli CCMB 261, resistente a
Sulfonamida e sensivel a Trimetoprima; Pseudomonas aeruginosa CCMB 268;
Bacillus cereus CCMB 282; Staphylococcus aureus CCMB 262, resistente a
Estreptomicina e Dihidroestreptomicina; Candida albicans CCMB 286, resistente a
Fluconazol e Anfotericina B; e Candida parapsilosis CCMB 288, resistente a

Fluconazol e Anfotericina B.
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3.4.1.2 Preparo das suspensdes de micro-organismos

As bactérias e leveduras foram repicadas, com o auxilio de alca de platina,
em placas de Petri com o meio de cultura agar Mieler Hinton. As placas contendo
bactérias foram incubadas a 37°C por um periodo entre 16-18 horas e aquelas
contendo leveduras, incubadas a 28°C por um periodo entre 32-38 horas.

ApoOs o periodo de incubacéo, foi retirada uma pequena quantidade de cultura
de micro-organismos, novamente com o auxilio da algca de platina, que foi
adicionada a 1,8 mL de solucdo salina estéril a 0,45% contida em um tubo estéril.
Esta suspensao foi homogeneizada em um vértex e a turbidez dptica ajustada com o
auxilio do turbidimetro Biomérieux calibrado.

A turbidez das suspensdes de micro-organismos foi ajustada a uma solugao
padrdo na escala 3 de McFarland, que corresponde a aproximadamente 1,5 x 10°
UFC.mL™ para bactérias (faixa de leitura vermelha do turbidimetro) e 5 x 10°
UFC.mL™ para leveduras (faixa de leitura amarela do turbidimetro). No caso de
bactérias, 10 pL dessa suspensao foram diluidos em 990 uL de solucao salina a
0,45% para obtencdo da suspensdo de trabalho na concentracdo de 1,5 x 10°
UFC.mL™. Para leveduras, a concentracéo de trabalho permaneceu na concentracdo
de 5 x 10° UFC.mL™,

3.4.1.3 Preparo dos extratos

Uma massa de 0,11 g de cada extrato a ser testado foi pesada em balanca
semi-analitica e em seguida solubilizada em uma solugéo de sulfoxido de dimetila
(DMSO) a 50% até um volume de 5 mL, resultando em uma solugdo com
concentracdo de 22,2 mg.mL™. Em seguida, a solucéo foi esterilizada por filtracdo
em membrana de acetato de celulose de 0,22 um, sendo o filtrado recolhido em um

frasco estéril.
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3.4.1.4  Ensaio propriamente dito

Em uma placa estéril de 96 pocos foram adicionados 90 pL de meio Mueller
Hinton 2 vezes concentrado na primeira linha, nos pocos destinados ao teste do(s)
extrato(s) (na maioria das vezes foi testado em uma mesma placa um Unico micro-
organismo e mais de um extrato, sendo nesse caso reservadas 3 colunas da placa
para cada extrato). Nos pocos seguintes (demais linhas da placa) foram adicionados
90 uL de meio 1 vez concentrado. Em seguida, foram adicionados 90 puL da amostra
de extrato estéril, na concentracdo de 22,2 mg.mL™, nos pocos da primeira linha da
placa, sendo cada extrato adicionado em 3 pocos. Apos adicdo do extrato, foi
realizada a homogeneizacao do contetddo dos respectivos po¢os por 15 vezes com 0
auxilio de pipeta automética.

Posteriormente, procedeu-se a diluicdo seriada retirando 90 puL do contetdo
dos pocos da primeira linha e transferindo-os para os pog¢os da segunda linha,
homogeneizando 15 vezes apos a transferéncia. Esse procedimento foi repetido até
0s pocos da ultima linha da placa, dos quais foram retirados 90 pL que foram
descartados. A cada um dos pocos da placa inoculou-se 10 pL da suspensdo do
micro-organismo teste previamente preparada, homogeneizando 5 vezes apés a

inoculacao (Figura 17).

Figura 17: Inoculacao da suspensao microbiana nos pocos para determinacao da CIM utilizando-se
uma pipeta automatica multicanal.
Fonte: PINTO, 2008.
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Também foram realizados na placa o controle de esterilidade do meio de
cultura 1 vez e 2 vezes concentrado, o controle da viabilidade microbiana e o
controle da esterilidade do(s) extrato(s) testado(s). Nos pocos destinados ao controle
de esterilidade do meio (tanto 0 1 vez quanto o 2 vezes concentrado) adicionou-se
100 pL do meio de cultura na respectiva concentracdo. Nos pocos destinados ao
controle da viabilidade microbiana, adicionou-se 90 pL de meio 1 vez concentrado e
10 L da suspensdo do micro-organismo. Ja nos pocos destinados ao controle da
esterilidade do extrato, adicionou-se 50 pL de meio 1 vez concentrado e 50 pL do
extrato.

As placas inoculadas com bactérias foram incubadas por 24 horas a 37° C e
aguelas inoculadas com leveduras foram incubadas por 48 horas a 28° C. Apos o
periodo de incubacdo, foi adicionado nas placas inoculadas com bactérias 30
uL/poco do revelador resazurina, na concentracdo estoque de 0,1 mg.mL™, e nas
placas inoculadas com levedura, 50 pL/poco do revelador cloreto de 2,3,5-trifenil-
tetrazélio (TTC), na concentracdo estoque de 5 mg.mL™.

Os reveladores sao auxiliares na visualizacdo da presenca/auséncia de
crescimento, visto que o revelador resazurina colore em azul 0s po¢gos em que néo
h& crescimento bacteriano e em rosa 0s po¢cos em que h& crescimento, e o TTC
colore em rosa 0s pocos em que ha crescimento flngico, enquanto que 0S pogos
sem crescimento ndo sofrem alteracdo na coloracao.

O controle do DMSO e os controles positivos foram realizados em placa
separada. Nos controles positivos foram testados o antibidtico Cloranfenicol e o
antifingico Nistatina, nas concentracbes estoque de 20 mg.mL™ e 10 mg.mL™,
respectivamente.

Na Figura 18 encontra-se uma representacdo esquematica da placa de 96

pocos utilizada para determinacéo da CIM.
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Figura 18: Esquema da placa de 96 pocos para determinacéo da CIM.

3.4.2 Determinacéo da CBM e da CFM

Apbs a revelacao das placas do ensaio de CIM, foram realizados os ensaios
de CBM e CFM com o contetido dos pocos das linhas em que se observou auséncia
de crescimento e dos pocos da linha seguinte a da CIM.

A determinacdo da CBM e CFM dos extratos brutos foi realizada em placas
de Petri com Agar Mieller Hinton. As placas foram divididas em diversos
guadrantes, que foram identificados com a linha e coluna do poco testado (exemplo:
Al), o micro-organismo testado e o nome do extrato. Em cada quadrante foi
inoculado 5 pL do conteudo de um pogo a ser testado, com o auxilio de um

pipetador automatico (Figura 19).
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Figura 19: Determinagdo da Concentracéo Bactericida Minima (CBM) e da Concentragdo
Fungicida Minima (CFM).

As placas do ensaio com bactérias foram incubadas a 37°C por 24 horas, e as
placas do ensaio com leveduras foram incubadas a 28°C por 48 horas. ApOs esse
periodo, foi realizada a leitura das placas, sendo considerado CBM ou CFM aquela
em que ndo houve crescimento de coldnias sobre o local em que o conteudo do

poco foi inoculado.

3.5 ENSAIO DE ATIVIDADE ANTIOXIDANTE

3.5.1 Preparo do extrato

Inicialmente foram preparadas para cada extrato trés solu¢des estoque com
concentracdo de 2000 pg.mL*, utilizando como solvente metanol grau
espectroscopico. A partir de cada solucéo estoque foram preparadas cinco solugdes,
também utilizando metanol espectroscopico como solvente, sendo cada uma dessas
solugdes diluidas submetidas ao teste antioxidante em triplicata. As concentracdes
das cinco soluc¢des diluidas preparadas variaram dentre os extratos testados (Tabela
3).
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Tabela 3: Concentracfes das solucdes diluidas preparadas a partir de cada extrato
testado no ensaio antioxidante.

Cédigo do Extrato Concentracdes ensaiadas (ug.mL™)
BO (PA) 50/45/35/25/10
BO (PS) 35/25/15/10/5
BS (PA) 20/15/10/715
BS (PS) 25/20/15/10/5

BO(PA): Blechnum occidentale (parte aérea); BO(PS): Blechnum occidentale (parte subterranea);
BS(PA): Blechnum serrulatum (parte aérea); BS(PS): Blechnum serrulatum (parte subterrénea).

3.5.2 Ensaio propriamente dito

Para avaliacdo da atividade antioxidante dos extratos brutos das partes aérea
e subterranea de cada espécie foi utilizado o método sequestrador do radical livre
DPPH (2,2-difenil-1-picril-hidrazila) descrito por Cordeiro (2009), com modificacdes.

Esse radical, de coloracéo purpura, absorve radiacdo UV a um comprimento
de onda de 517 nm. Quando é reduzido por um antioxidante (AH) ou uma espécie
radicalar (R¢) forma o composto 2,2-difenil-1-picril-hidrazina que apresenta coloracao
amarela, com consequente decréscimo da absorbancia (SOUSA et al., 2007).

Para a realizacdo do ensaio antioxidante, foram utilizados tubos de ensaio
com tampa, sendo os tubos reservados para reacbes com DPPH cobertos com
papel aluminio a fim de manter o contetldo dos mesmos protegidos da luz.

Para andlise quantitativa, preparou-se uma solugcdo de DPPH a 0,004% e
utilizou-se como branco 3 mL de metanol grau espectroscépico. Foram empregados
como controle da amostra a mistura de 2 mL de metanol com 1 mL da amostra e
como controle do DPPH a reacdo de 2 mL de DPPH com 1 mL de metanol. Para
andlise da atividade antioxidante das amostras, 2 mL do DPPH foram adicionados a
1 mL de cada diluicdo preparada da amostra. As analises foram realizadas em
triplicata.

As medidas de absorbancia foram realizadas em espectrofotdmetro da marca
NOVA, modelo 1105, em um comprimento de onda de 517 nm. A leitura da
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absorbancia dos tubos contendo DPPH ocorreu 30 minutos apds o inicio da reacgéo.
Ja a leitura da absorbancia dos controles da amostra (mistura de 2 mL de metanol
com 1 mL da amostra) foi realizada imediatamente apds o preparo dos mesmos.

A atividade antioxidante dos extratos foi determinada através da sua
capacidade de sequestrar o radical DPPH e a determinacdo quantitativa do método
baseou-se na variacdo da absorbancia obtida por uma perda da cor da solu¢do do
radical na presenca de substancias antioxidantes presentes na amostra do extrato.

Para comparacao, utilizou-se a rutina como padrdo, que foi testada nas
concentracdes de 12 pug.mL™, 10 pg.mL?, 8 pg.mL?, 6 ug.mL™ e 4 ugmL?, e
conforme a mesma metodologia.

Na Figura 20, um esquema ilustrativo do ensaio antioxidante realizado.
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Figura 20: Esquema ilustrativo do ensaio antioxidante utilizando o radical DPPH.
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3.5.3 Analise dos dados

Para cada concentracdo ensaiada em triplicata foram calculados a média e o
desvio-padrdo das absorbancias medidas, utilizando o programa Excel 2007. Com a
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média das absorbancias foi calculado a porcentagem de inibicdo do radical DPPH
(que corresponde a quantidade de DPPH sequestrado) conforme a equacdo a

seqguir.

% inibic&o = Abs. do DPPH - (Abs. da reacéo final - Abs. do controle da amostra) X 100
Abs. do DPPH

Ainda com o auxilio do Excel 2007, foram tracados graficos correlacionando o
% de DPPH sequestrado versus as concentracdes testadas de cada extrato e do
padrdo rutina. Em seguida, os pontos dos graficos foram submetidos a uma
transformacao matematica (regresséo linear) gerando assim a equacao linear que foi
utilizada para calcular o indice capaz de inibir 50% dos radicais livres (CEsp) (Lee et
al., 2003).

Como todos os extratos foram testados em triplicata, ao final dos
experimentos foram obtidos para cada extrato trés valores de CEsp. O tratamento
estatistico desses resultados consistiu no céalculo das respectivas médias e desvios-

padrao.

3.6 ANALISE FITOQUIMICA QUANTITATIVA DOS EXTRATOS BRUTOS

3.6.1 Determinagédo do conteudo fenolico total

O conteudo fendlico total do extrato metanolico das partes aéreas e
subterraneas das espécies selecionadas foi determinado através do meétodo
espectrofotométrico de Folin-Ciocalteau, conforme procedimento descrito por Peres
et al. (2009), com modificacdes.

Esse procedimento se baseia nas reacdes de oxirreducdo entre 0s compostos

fendlicos e ions metalicos. Esse método utiliza a reducéo pelos fendis, em meio
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alcalino, do fosfomolibdato-fosfotungstato, a molibdénio, cuja coloracdo € azul
(SILVA et al., 2010).

3.6.1.1 Preparo dos extratos

Para cada extrato metandlico bruto a ser testado foram tomadas trés
amostras de 0,01 g, visto que o ensaio foi realizado em triplicata. As amostras
obtidas foram adicionadas em balBes volumétricos de 10 mL, solubilizadas com
metanol grau espectroscopico e o volume do baldo ajustado com esse mesmo
solvente. Dessa forma, foram obtidas solucbes metandlicas dos extratos na

concentragéo de 1000 pg/mL.

3.6.1.2 Ensaio propriamente dito

Uma aliquota de 100 pL da solucdo do extrato a 1000 pug/mL foi transferida
para um baldo volumétrico de 5 mL. A essa aliquota foram adicionados 1 mL de
agua destilada e, posteriormente, 200 pL do reagente de Folin-Ciocalteau. O
conteudo do baldo foi homogeneizado e deixado em repouso por 5 minutos.
Passado esse periodo, 600 pL de uma solucdo de carbonato de sddio (Na,CO3) a
20% (p/v) foram adicionados a mistura, que foi novamente homogeneizada.
Finalmente, a solugcdo teve seu volume ajustado para 5 mL com &gua destilada.
Mais dois balGes foram preparados conforme descrito acima, a fim de realizar as
leituras em triplicata.

Apo6s 90 minutos em temperatura ambiente, a absorbancia da amostra foi
medida a 750 nm, em espectrofotbmetro da marca NOVA, modelo 1105, utilizando-
se cubetas de vidro, tendo como branco todos os reagentes descritos anteriormente,

exceto a aliquota do extrato.
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3.6.1.3 Analise dos dados

O conteudo fendlico total de cada extrato foi determinado pela interpolacéo da
absorbancia das amostras contra uma curva padréo construida com o acido gélico
(concentragdes: 50, 100, 200, 300, 400 e 500 pg/mL). O &cido galico foi testado
conforme descrito no item 3.6.1.2, tomando aliquotas de 100 pL de cada
concentracdo preparada do padrdo para realizar o ensaio. A curva padrdo foi
construida com o auxilio do programa Excel 2007, que também foi utilizado para a
realizacdo do ajuste linear dos pontos da curva, para a obtencdo da equacgéo da reta
(expressa como y = ax+b, onde y foi a absorbancia da amostra a 750 nm e X, a
concentracéo de acido galico em pg/mL) e do coeficiente de correlacdo (R?).

Os resultados foram expressos como mg de EAG (equivalente de &acido
galico) por g de extrato bruto (extrato seco) e corresponderam a uma média
realizada com os resultados das trés amostras tomadas de cada extrato.

Na Figura 21, um esquema ilustrativo do ensaio de determinacdo do teor de

compostos fendlicos totais.
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Figura 21: Esquema ilustrativo do ensaio de determinacao do teor de compostos fendlicos totais.
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3.6.2 Determinacédo do teor de flavondides

O teor de flavondides do extrato metandlico das partes aéreas e subterraneas
das espécies alvo desse estudo foi determinado por espectrofotometria no UV-VIS,
utiizando o cloreto de aluminio (AICl3) para possibilitar a quantificagdo. A
metodologia empregada foi adaptada dos trabalhos de Woisky (1996) e Banov et al.
(2006).

3.6.2.1 Preparo dos extratos

Para cada extrato metandlico bruto a ser testado foram tomadas trés
amostras de 0,01 g, visto que o ensaio foi realizado em triplicata. As amostras
obtidas foram adicionadas em baldes volumétricos de 10 mL, solubilizadas com uma
solucdo metandlica de &cido acético a 5% e o volume do baldo ajustado com essa
mesma solucdo. Dessa forma, foram obtidas solu¢des dos extratos na concentragao
de 1000 pg/mL.

3.6.2.2 Ensaio propriamente dito

Uma aliquota de 3 mL da solugéo do extrato a 1000 pg/mL foi transferida para
um baldo volumétrico de 10 mL. Em seguida, foram adicionados 200 uL de uma
solucdo metandlica de AICI; a 5% e o volume do baldo ajustado com solucao
metandlica de acido acético a 5%. Decorridos 30 minutos, foi efetuada a leitura da
absorbancia da solucdo a 425 nm, utilizando-se cubetas de vidro e tendo como

branco todos os reagentes descritos anteriormente, exceto a aliquota do extrato.
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3.6.2.3 Analise dos dados

O teor de flavonodides de cada extrato foi determinado pela interpolacdo da
absorbancia das amostras contra uma curva padrdo construida com o padrdo
quercetina di-hidratada (concentragbes: 3 ug/mL, 6 ug/mL, 9 pg/mL, 12 pyg/mL, 15
pg/mL e 18 pg/mL). A quercetina foi testada conforme descrito no item 3.6.2.2,
tomando aliquotas de 3000 pL de cada concentracdo preparada do padrdo para
realizar o ensaio. A curva padrao foi construida com o auxilio do programa Excel
2007, que também foi utilizado para a realizacdo do ajuste linear dos pontos da
curva, para a obtencédo da equacéo da reta (expressa como y = ax+b, onde y foi a
absorbancia da amostra a 425 nm e X, a concentracdo de quercetina em pg/mL) e
do coeficiente de correlagédo (R?).

Os resultados foram expressos como mg de EQ (equivalentes de quercetina)
por g de extrato bruto (extrato seco) e corresponderam a uma média realizada com
os resultados das trés amostras tomadas de cada extrato.

Na Figura 22, um esquema ilustrativo do ensaio de determinacédo do teor de

flavonoides.
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Figura 22: Esquema ilustrativo do ensaio de determinacao do teor de flavonodides.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 PREPARACAO DOS EXTRATOS BRUTOS

Todo o material vegetal utilizado no preparo dos extratos metandlicos brutos
foi sujeito a secagem prévia, em temperatura ambiente, a fim de estabiliza-lo. A
secagem tem por finalidade a retirada de agua e, consequentemente, a inibicdo de
reacoes de hidrdlise e de crescimento microbiano (SIMOES et al., 2004). A operacéo
de secagem também propicia a reducdo de volume e de peso e facilita a moagem
dos materiais vegetais (PRISTA et al., 1981).

A realizacdo da extracdo com metanol justifica-se porque, segundo Cowan
(1999) e Simdes et al. (2004), como a maioria dos componentes ativos presentes em
plantas sdo compostos aromaticos ou compostos organicos saturados, a exemplo
daqueles ativos contra micro-organismos, eles sdo frequentemente obtidos através
de uma extracao inicial com etanol ou metanol, solventes nos quais tais compostos
apresentam alguma solubilidade. Além disso, todo o processo extrativo foi realizado
em temperatura ambiente, a fim de evitar a formacéo de artefatos (SIMOES et al.,
2004).

Na Tabela 4 estdo os dados referentes a massa das partes aérea e
subterranea de cada espécie apds pulverizacdo, a massa dos extratos brutos apos

concentracéo e o rendimento dos extratos brutos.

Tabela 4. Massa do material vegetal pulverizado, dos extratos brutos e rendimento
dos extratos.

Massa do Rendimento

L Parte da material vegetal Massa do extrato
Espécies . do extrato
planta pulverizado (em  bruto (em grama) bruto (%)
grama)
B. Aérea 174,04 19,10 10,97
serrulatum -
Rich. Subterranea 72,70 4,73 6,51
B. Aérea 293,87 36,03 12,26
occidentale
L. Subterranea 292,63 41,42 14,15
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4.2 ENSAIOS DE ATIVIDADE ANTIMICROBIANA COM OS EXTRATOS BRUTOS

Todos os extratos preparados foram submetidos aos ensaios antimicrobianos,
obtendo-se os dados de concentracdo inibitéria minima (CIM), concentracédo
bactericida minima (CBM) e concentracao fungicida minima (CFM).

No ensaio de determinacdo da CIM, os extratos foram solubilizados com
DMSO a 50%. Segundo Pootz; Rampey; Benjamin (1967) e Brayton (1986), o
DMSO penetra rapidamente através das membranas biologicas e, também, aumenta
a penetracao de outras substancias através das membranas, o que tem permitido
seu emprego como potencializador de drogas antibacterianas, antifangicas, antivirais
e antiparasitarias.

Ainda em relacdo a esse solvente, h& relatos na literatura de que o mesmo
pode influenciar no crescimento microbiano, seja atuando como potencializador da
atividade de compostos antimicrobianos ou agindo, ele proprio, como inibidor do
crescimento microbiano (RIBEIRO; CARVALHO-FILHO; LISTONI, 2001).

Assim, neste estudo, foi determinada a CIM do DMSO frente a cada um dos
micro-organismos testados. Com base nos resultados obtidos para o DMSO foi
possivel avaliar a acdo interferente desse solvente no crescimento microbiano e,
consequentemente, determinar quais valores de CIM representaram efetivamente a
acao dos extratos.

A CIM do DMSO a 50% frente aos micro-organismos Escherichia coli, Bacillus
cereus, Candida albicans e C. parapsilosis foi de 12,5%, isto €, houve uma inibi¢cao
do crescimento microbiano até o poco da microplaca correspondente a concentracéo
do extrato de 5,55 mg.mL™. Por esse motivo, para esses micro-organismos, foram
considerados como resultados representativos de CIM apenas os valores iguais ou
inferiores a 2,77 mg.mL™ do extrato testado.

Ja a CIM do DMSO a 50% frente aos micro-organismos Pseudomonas
aeruginosa e Staphylococcus aureus foi de 6,2% e 3,1%, respectivamente. Assim, o
DMSO inibiu o crescimento de P. aeruginosa até o poco correspondente a
concentracdo do extrato de 2,77 mg.mL™, e inibiu o crescimento de S. aureus até o

poco correspondente & concentracéo de 1,39 mg.mL™.
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Para os resultados frente a P. aeruginosa foram considerados representativos
apenas os valores de CIM iguais ou inferiores a 1,39 mg.mL™, enquanto para os
resultados frente a S. aureus, os resultados representativos foram aqueles iguais ou
inferiores a 0,69 mg.mL™.

Os resultados dos ensaios de determinacao da CIM, CBM e CFM dos extratos
brutos das partes aéreas e subterraneas de B. occidentale L. e B. serrulatum Rich.

estdo expressos na Tabela 5.
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Tabela 5: Determinagéo das Concentragdes Inibitérias Minimas (CIMs), Concentracdes Bactericidas Minimas (CBMs) e
Concentracdes Fungicidas Minimas (CFMs), em mg.mL™, dos extratos metanélicos de B. occidentale L. e B. serrulatum Rich.

Concentrag&o Minima (mg.mL™)

ConTaols  Patedaplanta G e Sie e s SEa
CIM CBM CIM CBM CIM CBM CIM CBM CIM CFM CIM CFM

BO(PA) Aérea 2,77 5,55 2,77 5,55 1,39 555 0,35 5,55 0,35 11,10 0,17 11,10
BO(PS) Subterranea 2,77 5,55 2,77 5,55 1,39 555 0,35 11,10 1,39 5,55 2,77 11,10
BS(PA) Aérea 1,39 5,55 2,77 5,55 0,35 2,77 0,17 2,77 0,35 5,55 0,35 11,10
BS(PS) Subterranea 2,77 5,55 2,77 5,55 1,39 5,55 0,35 5,55 0,69 5,55 0,69 11,10

Cloranfenicol NA 0,625 - 0,078 - 0,005 - 0,005 - NA
Nistatina NA NA 0,0003 - 0,312 -

BO(PA): Blechnum occidentale (parte aérea); BO(PS): B. occidentale (parte subterrdnea); BS(PA): B. serrulatum (parte aérea); BS(PS): B.

serrulatum (parte subterranea).
NA: Nao se aplica
(-) Teste ndo realizado.

Em vermelho, resultados de CIM considerados representativos.
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Todos o0s extratos testados apresentaram atividade antimicrobiana, em
extensdes variadas. De todos eles, o extrato BS(PA) foi 0 que apresentou menores
valores de concentracdo minima, principalmente CIM e CBM, frente a um maior
namero de micro-organismos. Para esse extrato, destacam-se os resultados de CIM
e CBM frente as bactérias Gram-positivas S. aureus (CIM: 0,35 mg.mL™* e CBM: 2,77
mg.mL?) e B. cereus (CIM: 0,17 mg.mL* e CBM: 2,77 mg.mL?) e também o
resultado de CIM frente & bactéria Gram-negativa E. coli (CIM: 1,39 mg.mL™).

Dentre 0s micro-organismos testados, a bactéria Gram-positiva Bacillus
cereus foi a mais suscetivel frente aos extratos BO(PS), BS(PA) e BS(PS), com
valores de CIM de 0,35 mg.mL™, 0,17 mg.mL™ e 0,35 mg.mL™, respectivamente.

Esses resultados condizem com triagens prévias realizadas com plantas
medicinais, nas quais a maioria dos extratos de plantas mostraram-se ativos contra
cepas de bactérias Gram-positivas (KELMANSON; JAGER; VANSTADEN, 2000; ALI
et al., 2001; LAI; LIM; TAN, 2009).

Na Figura 23, imagem das placas do teste de determinacdo da CIM dos
extratos metandlicos brutos das partes aérea e subterranea de B.occidentale L. e B.

serrulatum Rich. contra B. cereus CCMB 282.
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Figura 23: (a) Placa do teste de determinacdo da CIM dos extratos metandlicos brutos da parte aérea
e parte subterrinea de B. occidentale L. (extratos B.O.(PA) e B.O.(PS), respectivamente) e da parte
aérea de B. serrulatum Rich (extrato B.S.(PA)) contra B. cereus CCMB 282. Pocos A10, All e Al2:
Controle da viabilidade do micro-organismo. Pogcos B10, B11 e B12: Controle de esterilidade do
extrato da parte aérea de B. occidentale. Pogos C10, C11 e C12: Controle de esterilidade do extrato
da parte subterranea de B. occidentale. Pogcos D10, D11 e D12: Controle de esterilidade do extrato da
parte aérea de B. serrulatum. Pocos E10, E11 e E12: Controle de esterilidade do meio de cultura 1
vez concentrado. Pogcos F10, F11 e F12: Controle de esterilidade do meio de cultura 2 vezes
concentrado. (b) Placa do teste de determinacdo da CIM do extrato metandlico bruto da parte
subterrédnea de B. serrulatum Rich (B.S.(PS)) contra B. cereus CCMB 282. Pocos Al0, All e Al2:
Controle da viabilidade do micro-organismo. Pogos B10, B11 e B12: Controle de esterilidade do
extrato da parte subterrdnea de B. serrulatum. Pogcos C10, C11 e C12: Controle de esterilidade do
meio de cultura 1 vez concentrado. Pocos D10, D11 e D12: Controle de esterilidade do meio de
cultura 2 vezes concentrado.

O micro-organismo mais suscetivel frente ao extrato da BO(PA) foi a levedura
Candida parapsilosis (CIM: 0,17 mg.mL™ e CFM: 11,10 mg.mL™). Esse resultado se
revela promissor, visto que é comum encontrar em ensaios antimicrobianos extratos
dotados de baixa atividade frente as leveduras, o que normalmente esta relacionado
a presencga e estrutura da parede celular fangica, composta por quitina e 1,3-B-
glicano, que pode dificultar a penetragdo do agente antimicrobiano
(SELITRENNIKOFF, 2001).
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Em um estudo realizado por Sehgal (1961), dos extratos de plantas de 157
familias diferentes que se mostraram significativamente ativos contra micro-
organismos, somente 20% foram proeminentemente ativos contra fungos.

A bactéria Gram-negativa Escherichia coli foi o micro-organismo menos
suscetivel frente a todos os extratos testados, visto que as concentracbes dos
extratos BO(PA), BS(PS) e BS(PA) requeridas para inibi-lo foram superiores as
concentracfes necessarias para inibir os demais micro-organismos. A concentracao
do extrato BO(PS) necesséria para inibir E. coli foi igual aquela requerida para inibir
C. parapsilosis, e maior que as CIMs para os demais micro-organismos testados.

De um modo geral, as bactérias Gram-negativas sdo mais resistentes aos
extratos vegetais do que as bactérias Gram-positivas. Presumivelmente isso se deve
a natureza impermedavel da membrana externa a parede celular das bactérias Gram-
negativas (LAI, LIM, TAN, 2009).

A membrana externa das bactérias Gram-negativas funciona como uma
barreira a penetracdo de diversas moléculas, portanto, os agentes antimicrobianos
encontram dificuldade em penetrar na célula ou, quando conseguem, a
concentracdo nado é suficiente para apresentar o resultado esperado. Além disso,
seu espaco periplasméatico contém diversas enzimas que podem inativar certos
agentes antimicrobianos (POOLE, 1994; SCHAECHTER et al., 2002; DUFFY;
POWER, 2001).

A alta resisténcia das bactérias Gram-negativas a uma série de agentes
antimicrobianos também pode ser explicada pela atividade da bomba de efluxo, que
€ um mecanismo especializado em expulsar substancias exogenas estranhas,
protegendo as células de concentracdes inibitorias ou letais dos agentes
antimicrobianos (HANCOCK; BELL, 1988; NIKAIDO, 1989; KOHLER; PECHERE;
PLESIAT, 1999).

Em relag&o ao perfil de seletividade antimicrobiana frente a micro-organismos
Gram-positivos, Basile et al. (2000) e Pretto et al. (2004) revelam tratar-se de um
fenbmeno comumente observado em varios antimicrobianos, inclusive em
substéancias obtidas de plantas.

Nenhum dos resultados obtidos frente a Pseudomonas aeruginosa foi

considerado representativo, visto que as CIMs dos extratos coincidiram com a CIM
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do DMSO. Dessa forma, ndo é possivel prever se a agdo antimicrobiana foi devido a
acao do extrato ou do solvente utilizado para solubiliza-lo.

Pelo mesmo motivo, ndo foram considerados representativos os resultados
obtidos para os extratos BO(PA), BO(PS) e BS(PS) frente ao micro-organismo
Staphylococcus aureus. Somente o resultado obtido para o extrato BO(PS) foi
representativo frente a esse micro-organismo (CIM: 0,35 mg.mL™).

Em relacdo aos resultados de CIM e CBM/CFM das diferentes partes de uma
mesma planta (aérea e subterranea), as variacdes, quando presentes, revelaram
uma maior poténcia antimicrobiana dos extratos da parte aérea. Provavelmente, isto
de deve ao fato de esta parte da planta apresentar um maior arsenal de metabdlitos
biologicamente ativos quando comparada com a parte subterranea.

Dentre os metabdlitos ativos podem estar inclusos os compostos fendlicos, a
exemplo dos flavondides e taninos, classes de compostos reconhecidas por suas
propriedades antioxidantes e antimicrobianas (PERES et al, 2009).

Vale ressaltar que flavondides presentes em extratos vegetais podem
precipitar quando dissolvidos em solventes organicos. Essa precipitacdo acarreta, no
ensaio de determinacdo da concentracdo inibitéria minima, em uma reducdo do
contato entre as células bacterianas e as moléculas de flavondide, o que pode levar
a resultados falso negativos de atividade antibacteriana (CUSHINE; HAMILTON;
LAMB, 2003).

Comparando os valores de CIM com os valores de CBM/CFM dos extratos
frente a cada um dos micro-organismos testados (Tabela 5) verifica-se que a
concentracdo microbicida foi, em todos os casos, superior a concentracao inibitoria.
Portanto, a inibicdo do crescimento de todos os micro-organismos foi devido a agéo
bacteriostatica/fungistatica dos extratos e ndo devido a uma acao
bactericida/fungicida.

Os resultados obtidos nos ensaios antimicrobianos confirmam dados da
literatura que indicam que plantas medicinais sdo uma boa fonte de principios
bactericidas e bacteriostaticos, fungicidas e fungistaticos (SINHA; CHOUDHURY,
2010). Alem disso, os resultados corroboram com relatos existentes de atividade
antimicrobiana para outras espécies de pteriddfitas e, também, para espécies do

género Blechnum.
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No estudo realizado por Lai, Lim, Tan (2009), os extratos metanodlicos de
cinco pteridéfitas medicinais - Acrostichum aureum L. (Pteridaceae), Asplenium
nidus L. (Aspleniaceae), Blechnum orientale L. (Blechnacee), Cibotium barometz (L.)
J. Sm. (Cyatheaceae) e Dicranopteris linearis (Burm.) var. linearis (Gleicheniaceae) —
foram testados pelo método de difusdo em disco frente a oito cepas de bactéria,
sendo 03 bactérias Gram-positivas (Micrococcus luteus, Bacillus cereus e
Staphylococcus aureus) e 05 bactérias Gram-negativas (Escherichia coli,
Pseudomonas aeruginosa, Salmonella choleraesuis, Enterobacter aerogenes e
Klebsiella pneumoniae). Os resultados desse estudo mostraram que todas as
espécies de pteridofitas testadas apresentaram atividade antibacteriana,
destacando-se um maior potencial da espécie Blechnum orientale, que pertence ao
mesmo género das espécies do presente estudo.

No estudo realizado por Singh et al. (2008) também foi verificada potente
atividade antimicrobiana em quatro espécies do género Adiantum encontradas na
india — Adiantum venustum, A. capillus-veneris, A. peruvianum e A. caudatum —
especialmente frente aos micro-organismos E. coli, Trichophyton rubrum e
Aspergillus terreus. Esse resultado reforca a hipotese de que as pteridéfitas, mesmo
sendo plantas de um grupo intermediario, sdo uma boa e nova fonte potencial de
agentes antimicrobianos.

Sinha e Choudhury (2010) também publicaram sobre atividade antimicrobiana
dos extratos metandlico e acetbnico da espécie B. orientale, testados através do
método de difusdo em disco. Nesse estudo, ambos os extratos foram ativos frente a
Aspergillus sp. (halo de inibicdo de 10 mm e de 12,3 mm, relativos ao extrato
metanolico e acetdnico, respectivamente). Ja o extrato acetdonico da espécie B.
orientale mostrou alta atividade antimicrobiana contra todos 0s micro-organismos
testados (Candida sp., Klebsiella sp., Aspergillus sp., Escherichia coli,

Staphyllococcus sp.).
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4.3 ENSAIO DE ATIVIDADE ANTIOXIDANTE

A atividade antioxidante dos extratos brutos das partes aéreas e subterraneas
de B. occidentale L. e B. serrulatum Rich., bem como do padrdo rutina, foi
determinada pelo método de sequestro do radical estavel DPPH.

Este método € amplamente utilizado para avaliar a habilidade sequestradora
de radicais livres de varias amostras (LAI; CHOU; CHAO, 2001; LEE et al., 2003;
NAGAI et al, 2003), sendo considerado um ensaio ndo-fisiolégico que permite uma
facil selecdo de extratos dotados de atividade antioxidante (YAMAGUCHI et al.,
2006).

O radical livre DPPH é relativamente estavel e sua acédo deve-se a abstracao
de um radical hidrogénio de compostos presentes nos extratos, geralmente
compostos fenodlicos. Este radical DPPH, de forte coloragdo arroxeada, ao se
reduzir, modifica sua coloracdo para amarelo, sendo esta mudanca de cor
monitorada pelo espectrofotdmetro UV-VIS a 517 nm (MAGINA et al., 2010).

A partir dos resultados de absorbancia obtidos no ensaio in vitro utilizando o
DPPH-. foi possivel determinar a porcentagem de atividade antioxidante ou
sequestradora de radicais livres DPPHes no meio reacional, para cada um dos oito
niveis de concentracdo dos extratos e do padrdo testados. Segundo Sousa et al.
(2007), a porcentagem de atividade antioxidante corresponde a quantidade de
DPPH consumida pelo antioxidante.

No Apéndice A estdo apresentados os graficos que correlacionam o
percentual de DPPH sequestrado versus a concentracdo da amostra testada,
expressa em pg/mL. Também estdo apresentados o ajuste ndo-linear realizado
(ajuste logaritmico) nos pontos do grafico, a equacéo logaritmica resultante dos
ajustes e os respectivos coeficientes de correlacéo (R?).

Os resultados do ensaio de atividade antioxidante, expressos como CEsy,
estdo sumarizados na Tabela 6. De acordo com Boscolo et al. (2007), a CEsg
corresponde a concentracdo do extrato ou do padrdo necessaria para produzir

metade (50%) de um efeito antioxidante maximo estimado em 100%.
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Tabela 6: Atividade antioxidante dos extratos metanoélicos de B. occidentale L. e B.
serrulatum Rich. e do padréao rutina, expressa como CEsy.

EXTRATO / PADRAO CEsp (ng/mL)

B. occidentale - parte aérea 28,53 +2,15

B. occidentale - parte subterranea 25,86 + 3,82
B. serrulatum - parte aérea 18,24 £ 1,57

B. serrulatum - parte subterranea 24,64 £ 2,16
Rutina (padréo) 8,60+ 0,18

Os resultados de CEsy dos extratos e do padrdo estdo apresentados como média + desvio-padréo de
trés experimentos independentes.

No ensaio antioxidante o extrato da parte aérea da espécie B. serrulatum
Rich. foi o mais ativo, visto que apresentou a menor CEsg (18,24 = 1,57 pg/mL).
Conforme descrito por Sousa et al. (2007), quanto maior o consumo de DPPH por
uma amostra, menor a sua CEsp e maior sua atividade antioxidante.

Dados encontrados na literatura revelam que outras espécies de pteriddfitas,
incluindo uma do mesmo género das espécies alvo do presente estudo, também
apresentaram atividade antioxidante em ensaios de sequestro do radical DPPH.

No estudo realizado por Farias et al. (2007), no qual foram avaliadas a
atividade antioxidante dos extratos etandlicos brutos de quatro espécies de
pteridéfitas (Dicronopteris flexuosa (Pteridaceae), Cyathea atrovirens (Cyatheaceae),
Sticherus penniger (Gleicheniaceae) e Blechnum brasiliense (Blechnaceae)), bem
como das fragOes acetato de etila, hexanica e hidroalcolica dos extratos, verificou-se
gque todas as espécies apresentaram significativas propriedades antioxidantes, com
uma poténcia maior nas fracdes acetato de etila.

Destaque no estudo de Farias et al. (2007) para a espécie B. brasiliense, que
apresentou os menores valores de CEsy sendo, portanto, a mais ativa na inibicdo do
radical livre DPPH (CEsp do extrato bruto = 4,14 mg/mL; CEsy da fracdo acetato de
etila = 1,43 mg/mL).

Segundo Arbos (2004), devido a diversificada composicdo quimica dos
extratos vegetais, é provavel que a a¢do antioxidante dos mesmos seja resultante da
acao sinérgica de varias substancias. Dentre os compostos isolados de plantas

capazes de promover acdo antioxidante reconhecida destacam-se aqueles que



80

apresentam um grupamento fendlico na sua estrutura, como os taninos, cumarinas,
antraquinonas e flavonadides.
N&o foram encontrados na literatura relatos de atividade antioxidante para as

espécies B.occidentale L. e B. serrulatum Rich.

4.4 ANALISE FITOQUIMICA QUANTITATIVA DOS EXTRATOS BRUTOS

Nos itens a seguir estdo apresentados o0s resultados dos ensaios
espectrofotométricos realizados com os extratos das partes aéreas e subterraneas
de B. occidentale L. e B. serrulatum Rich. para determinacdo de seus teores de

fendis totais e flavonoides.

4.4.1 Determinacédo do conteudo fendlico total

ApGs a determinacédo do potencial antimicrobiano e antioxidante dos extratos
metandlicos de B. serrulatum Rich. e B. occidentale L., efetuou-se a determinacéo
dos teores de fendis totais através do método colorimétrico que utiliza o reagente de
Folin-Ciocalteau.

O reativo de Folin-Ciocalteau, na presenca de compostos fendlicos, muda sua
coloragdo de amarela para azul, sendo que quanto maior for o conteudo de
compostos fendlicos na solucdo, maior € a intensidade da coloracdo azul (BORA et
al., 2005). Na Figura 24 constam as reagOes ocorridas com todos os extratos
ensaiados, todos eles testados em uma concentracdo de 1000 pg.mL™, em aliquotas
de 100 pL. A partir dessa figura pode ser visualizada a intensidade da coloragao azul

de cada solucéo.
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Figura 24: Reagfes ocorridas com as amostras BO(PA), BO(PS), BS(PA) e BS(PS) (sequéncia da
esquerda para a direita) no ensaio de determinacéo do teor de compostos fendlicos totais.

A curva padrdo de &cido galico, substancia utilizada como padrdo para
composto fenolico nesse ensaio, esta apresentada na Figura 25. A equacdo da
curva padréo foi de y = 0,0014 x + 0,0059, onde x representa a concentracdo de
compostos fendlicos correspondente a acido galico e y representa a absorbancia.

Curva padréo (Acido galico)
0,800 -

0,700 -
y = 0,0014x + 0,0059

© 0,600 - ® R2=0,9924
€ 0,500 -
«S
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—Linear (AcCldo galico
< 0,200 - ¢
0,100 -
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+ Acido gélico

0 200 400 600
Concentracao (ug/mL)

Figura 25: Curva padrdo de &cido galico.

Os resultados, apresentados na Tabela 7, estdo expressos como equivalentes
de acido géalico (mg EAG . g* de extrato). Assim, quanto maior a quantidade de
acido galico encontrada em equivalente por grama de extrato, maior a quantidade de

compostos fendlicos presentes no respectivo extrato.
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Magina et al. (2010) esclarecem que, apesar de o0s resultados serem
expressos em equivalentes de &cido galico, que é um composto fendlico simples, a
metodologia de quantificacdo de compostos fendlicos utilizando o reativo de Folin
Ciocalteau ndo apresenta seletividade para subtipos de compostos fendlicos
vegetais. Portanto, podem ser detectados no teste diversos tipos de compostos
fendlicos, como catequinas, flavondides, compostos fendlicos simples e seus

polimeros, como taninos hidrolisaveis, dentre outras substancias.

Tabela 7: Teor de compostos fendlicos totais dos extratos metandlicos de B.
occidentale L. e B. serrulatum Rich.

COMPOSTOS FENOLICOS

2AVRAD) (mg EAG . g de extrato + DP)
B. occidentale - parte aérea 138,00 + 2,12
B. occidentale - parte subterranea 191,43 +12,11
B. serrulatum - parte aérea 261,54 + 8,88
B. serrulatum - parte subterranea 147,76 £ 3,45

Os resultados estdo apresentados como média + desvio-padréo de trés experimentos independentes.
Utilizou-se acido galico como padrao.

EAG: Equivalente de acido galico.

DP: Desvio padrao da média.

De acordo com os dados apresentados na Tabela 7 os extratos testados
podem ser classificados, quanto ao teor de compostos fendlicos totais, na seguinte
ordem crescente: B. occidentale (parte aérea) < B. serrulatum (parte subterranea) <
B. occidentale (parte subterranea) < B. serrulatum (parte aérea).

O extrato da parte aérea de B. serrulatum Rich. foi o que apresentou maior
teor de compostos fendlicos totais, com valores de 261,54 + 8,88 mg EAG / g de
extrato, sendo que esse extrato foi também o que apresentou melhor resultado na
inibicdo do radical DPPH, conforme apresentado na Tabela 6 do item 4.3.. Esse fato
confirma relatos encontrados na literatura de que a alta atividade antioxidante esteja
relacionada a presenca de compostos fendlicos (HARBONE; WILLIAMS, 2001;
BASILE et al., 2005; ALIYU et al., 2009).

No estudo realizado por Farias et al. (2007), ja referenciado no topico 4.3, a
espécie mais ativa na inibicdo do radical livre DPPH - B. brasiliense - foi também a

gue apresentou o maior teor de fendis totais, com valores de 23,52 ug EAG/mg de
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extrato (resultado no extrato bruto) e 101,5 pg EAG/mg de extrato (na fracao acetato
de etila).

O mesmo ocorreu no estudo realizado por Lai; Lim; Tan (2009), em que a
espécie mais ativa na inibicdo do radical DPPH — B. orientale — com CEsp de 0,14 £
0,03 mg/mL, foi a espécie com maior teor de compostos fendlicos totais, 2.095 + 120
mg de EAG/100 g de folhas frescas.

Comparando os conteudos fendlicos totais das espécies B. occidentale e B.
serrulatum, obtidos no presente estudo, com aqueles apresentados por Farias et al.
(2007) e por Lai; Lim; Tan (2009) para as espécies B. brasiliense e B. orientale,
respectivamente, observa-se um maior contetdo fendlico (cerca de 10 vezes mais)
nos extratos obtidos das duas primeiras espécies.

Essa diferenca pode ser atribuida a diversos fatores, como: variacbes nas
metodologias empregadas na quantificacdo, diferengas nos locais de ocorréncia das
espécies (clima, solo, temperatura, dentre outras), e diferencas na constituicao
fitoquimica de cada espécie, embora todas pertengam ao mesmo género.

Nado foram encontrados na literatura estudos voltados a quantificacdo de

compostos fendlicos nas espécies B.occidentale L. e B. serrulatum Rich.

4.4.2 Determinacéo do teor de flavonodides

Os teores de flavondides dos extratos das partes aéreas e subterraneas de B.
occidentale L. e B. serrulatum Rich. foram obtidos através do método
espectrofotométrico baseado na reacdo de complexacéo de flavondides com cloreto
de aluminio.

A curva padrao de quercetina di-hidratada, substancia utilizada como padrao
para flavondide nesse ensaio, estd apresentada na Figura 26. A equacdo da curva
padrao foi de y = 0,0247 x + 0,0036, onde x representa a concentracido de

flavondides correspondente a quercetina e y representa a absorbancia.
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Figura 26: Curva padrao de quercetina.

Os teores de flavonoides, expressos como equivalentes de quercetina (EQ),
estdo expressos na Tabela 8. Quanto maior o equivalente em quercetina (mg EQ/q)
encontrado nos extratos, maior a porcentagem de flavondides presentes na amostra

analisada.

Tabela 8: Teor de flavondides dos extratos metandlicos de B. occidentale L. e B.
serrulatum Rich.

FLAVONOIDES TOTAIS

AU (mg EQ . g de extrato + DP)
B. occidentale - parte aérea 64,27 + 0,60
B. occidentale - parte subterranea 450+0,11
B. serrulatum - parte aérea 39,56 £ 0,10
B. serrulatum - parte subterranea 8,10 + 0,07

Os resultados estdo apresentados como média + desvio-padrdo de trés experimentos independentes.
Utilizou-se quercetina di-hidratada como padréo.

EQ: Equivalente de quercetina.

DP: Desvio padrédo da média.

Considerando os teores de flavonoides obtidos, é possivel ordenar os extratos
na seguinte ordem crescente de teor: B. occidentale (parte subterrdnea) < B.
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serrulatum (parte subterranea) < B. serrulatum (parte aérea) < B. occidentale (parte
aérea).

Diversos ensaios in vitro e in vivo vém comprovando e determinando as
atividades bioldgicas dos flavondides, dentre as quais se destacam a atividade
antioxidante (ADELMANN, 2005). No entanto, no presente estudo, o extrato que
apresentou o maior contetdo de flavondides - B. occidentale (parte aérea) - foi o que
apresentou menor atividade antioxidante. Deve-se levar em consideracdo que nem
sempre 0 composto mais ativo é aquele presente em grande quantidade na amostra,
podendo o constituinte minoritario ser o mais ativo.

Ja o extrato da espécie B. serrulatum (parte aérea), que foi o mais ativo no
ensaio antioxidante, ndo foi o que apresentou maior teor de flavonoides. Isso indica
gue outros compostos fendlicos bioativos, que ndo os flavondides, podem estar
contribuindo para a acao antioxidante desse extrato.

Também ¢é sabido que o método empregado para a quantificacdo de
flavondides pode subestimar os resultados. Chang et al. (2002) demonstraram em
seus experimentos que o0 método de quantificacdo espectrofotométrica de
flavondides pela reacdo com cloreto de aluminio € especifico para flavonas e
flavonois. Dessa forma, amostras de extratos que contenham outras classes de
flavonoides podem ter seus teores de flavonéides subestimados por esse método.

Pode-se observar ainda que, no presente estudo, os teores de flavonéides
foram maiores nos extratos das partes aéreas do que nos extratos das partes
subterraneas, quando comparados os extratos de uma mesma espécie.

Esse resultado era esperado, visto que uma das principais funcbes deste
grupo de compostos € proteger 0s vegetais contra raios ultravioleta. Assim, quando
comparadas partes aéreas com subterrdneas, as primeiras sao alvos mais faceis
deste tipo de radiacéo (SIMOES et al., 2004).

Considerando que os flavonoides também sao reconhecidos por suas
propriedades antimicrobianas, conforme foi descrito no item 4.2, é possivel associar
a potente atividade antimicrobiana apresentada pelo extrato da parte aérea de B.
serrulatum Rich. frente a diversos micro-organismos testados com o elevado
contetido de flavonodides verificado nesse extrato (39,56 + 0,10 mg EQ. g de

extrato).
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N&o foram encontrados na literatura estudos voltados a quantificacdo de

flavondides nas espécies B.occidentale L. e B. serrulatum Rich.

5 CONCLUSAO

No presente estudo, as atividades antimicrobiana e antioxidante dos extratos
das partes aérea e subterrdnea de B. occidentale e B. serrulatum foram avaliadas,
juntamente com seus contetdos fendlicos totais e teor de flavondides.

No ensaio antimicrobiano, observou-se que todos os extratos inibiram o
crescimento de pelo menos quatro micro-organismos testados, com destaque para o
extrato da parte aérea de B. serrulatum Rich. que inibiu cinco dos seis micro-
organismos testados, e também apresentou os menores valores de CIM e CBM/CFM
dentre as espécies investigadas. Portanto, trata-se do extrato mais promissor como
fonte de compostos ativos que possam ser utilizados diretamente no combate a
infeccbes ou, como protétipos de farmacos antimicrobianos.

Ainda neste ensaio, os resultados obtidos para os extratos de B. occidentale
L. (partes aérea e subterranea) frente a bactéria E. coli justificam e suportam o uso
popular dessa espécie de Blechnum no tratamento de infec¢cbes urinarias, tipo de
infeccdo na qual a E. coli é o principal agente etiologico.

Ja no ensaio antioxidante, o extrato mais ativo foi novamente aquele obtido da
parte aérea de B. serrulatum Rich. Em conclusdo, tal extrato demonstra alto
potencial como um agente natural capaz de ser usado como um antioxidante.

Em relacdo aos resultados dos ensaios fitoquimicos quantitativos com o
extrato da parte aérea de B. serrulatum Rich., observou-se uma associacdo entre a
potente atividade antioxidante apresentada pelo extrato, expressa pelo reduzido
valor de CEsp, € 0 elevado contetudo fendlico do extrato (quando comparado aos
demais extratos testados). Em contrapartida, a associacdo entre o teor de
flavonoides desse extrato e a atividade antioxidante n&o foi observada.

Isso indica que outras substancias fendlicas, que ndo os flavonoides, podem
estar presentes como compostos ativos no extrato da parte aérea de B. serrulatum,
ou pode ter ocorrido um subestimativa do teor de flavondides, uma possibilidade

intrinseca a metodologia empregada na quantificacdo. Para a confirmacdo da
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associacdo entre flavonoides e atividade antioxidante, é necessario a continuacao
desse estudo, com a purificacdo e isolamento dos constituintes quimicos através de
estudos bioguiados.

Apesar dos relatos de usos das espécies B. occidentale L. e B. serrulatum
Rich. na medicina tradicional, ndo h& estudos publicados sobre sua atividade
antimicrobiana e antioxidante, nem sobre seu perfil fitoquimico. Assim, os resultados
do presente estudo constituem os primeiros achados de atividade antimicrobiana e
antioxidante e de composicdo de compostos fendlicos totais e flavondides para
essas especies.

Contudo, para que estas espécies de pteridofitas se tornem possiveis
candidatas para o desenvolvimento de novas estratégias farmacolégicas no
tratamento de infec¢cdes promovidas pelas bactérias e leveduras testadas, e no
tratamento de desordens oxidativas, outros estudos farmacoldgicos, fitoquimicos e
toxicolégicos devem ser realizados, a fim de que o potencial fitoterpico dos extratos

seja testado de uma forma mais abrangente.
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APENDICE A - Gréficos correlacionando o percentual de DPPH seqiiestrado e as
concentracdes das amostras (em pg.mL™) testadas no ensaio antioxidante.
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