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RESUMO:

A espécie vegetal Cyathea atrovirens mais conhecida por pau cardoso ¢ utilizada
tanto para a alimentacdo sendo consumida como palmito, tanto para a fabricacdo de
lambedores utilizados nas afec¢des respiratorias. Devido a importancia na sua utilizagao
este trabalho teve como objetivo analisar a fitoquimica do palmito desta espécie e avaliar
sua atividade antimicrobiana e antioxidante. O resultado foi que a espécie apresentou as
classes de flavonoides, taninos, triterpenos e cumarinas. Destacando-se taninos que sdo
biossintetizados em elevada concentracdo bem como os fendlicos e que estdo relacionados
a relevante atividade antioxidante apresentada e também a boa atividade antimicrobiana
frente a alguns microrganismos.

PALAVRAS-CHAVE: antioxidante; pau-cardoso; antimicrobiana

1.INTRODUCAO

A familia Cyatheaceae possui cerca de 480 espécies sendo as mesmas distribuidas
pela area pantropical do Brasil, porém se encontra praticamente em todas as regides do
pais (TRYON, 1982). Trata-se de um grupo de plantas predominantemente arborescentes
que podem atingir acima de 25 m de altura (SPORNE, 1970).

O palmito Cyathea atrovirens ¢ constituido por um tecido parenquimatoso
percorrido de nervuras fibrosas com medula mole e de colora¢do amarelada sendo utilizado
como recurso terapéutico sob a forma de lambedor, prevenindo e combatendo afec¢des
respiratorias como bronquites, rouquiddes, defluxos, catarro pulmonar e asma
(THEODOR, 2016).

Cyathea atrovirens ¢ bastante utilizada por suas propriedades ornamentais e
também ¢ empregada no artesanato de fibras. Os estudos sobre esta espécie sdo bastante
escassos no Brasil (FERNANDES, 2000; SCHMITT, 2005).

Em virtude do seu uso popular como lambedor e uso alimenticio o presente
trabalho teve como objetivo analisar a fitoquimica da espécie e avaliar as suas atividades
biologicas.
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2.MATERIAL E METODOS

2.1 Material vegetal.

Foram coletadas aproximadamente 100 g do caule de Cyathea atrovirens e da sua
parte aérea foi feita uma exsicata submetida a identificacao pelo Instituto Agrondmico de
Pernambuco (IPA) e esta exsicata foi depositada do herbario deste.

2.2 Obtenciao dos extratos.

O palmito da espécie coletada foi seco por 4 dias, em estufa com temperatura
controlada (40 °C) e renovagdo constante de ar. A mesma foi moida em moinho de facas e
extraida por macera¢do exaustiva por um periodo de 7 dias em temperatura ambiente e
protegida da luz. Os solventes utilizados foram hexano (Hex), acetato de etila (AcOEt) e
metanol (MeOH).

2.3 Perfil Fitoquimico.

A andlise do perfil fitoquimico foi realizada por Cromatografia em Camada
Delgada (CCD) segundo WAGNER e BLADT (2001). Os extratos foram testados na
concentracdo de 5 mg/mL, como fase fixa foram utilizadas placas com silica gel Fos4 €
como fase movel solventes organicos em modo gradiente de polaridade. Os extratos foram
aplicados na base da placa de silica e colocados para eluir na cuba cromatografica com a
fase movel. As placas ja cromatografadas foram aspergidas com os reveladores especificos
para cada classe (Tabela 1) a presenca da classe ¢ considerada positiva depois que reage
com o revelador e apresenta coloracdo especifica esperada na faixa do visivel (VIS) ou
ultravioleta (UV).

A tabela 01 apresenta as classes e os seus respectivos reveladores do perfil
fitoquimico realizado.

Tabela 01: Classes e respectivos reveladores do perfil fitoquimico

CLASSES REVELADOR COLORACAO UV/VIS
Dragendorff Laranja VIS
Alcaloides Mayer Branco VIS
Wagner Marrom VIS

Antraquinonas KOH 5% Laranja-avermelhadas UV/VIS

Cumarinas KOH 5% Verde-azuladas UV/VIS
AlICI; Amarelo-esverdeado uv
Flavonoides Anisaldeido-sulfarico Amarelo VIS
Sulfato cérico Amarelo VIS
Oleos essenciais Anisaldeido sulfarico Vermelho-amarronzadas VIS
Terpen.oides: Liebermann-Burchad Rosa/roxo: triterpepos, VIS

esteroides e Azul/verde: esteroides

triterpenos Vanilina-sulfurica Roxo: terpenos VIS
Taninos FeCl; Preto VIS

AICls: cloreto de aluminio, FeCls: cloreto férrico, KOH: hidroxido de potassio.
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2.4 Doseamento dos fenolicos, taninos e flavonoides totais.

2.4.1 Doseamento de fendlicos totais

Esta analise foi realizada segundo Silva et al (2006) com algumas modificagdes.
Em um tubo de ensaio foram adicionados 0,2 mL do extrato (1,0 mg/mL), 0,5mL de Folin-
Ciocalteu a 10% v/v e 1 mL da solucao de carbonato de sdédio (Na.COs) a 7,5% p/v, apos
agitacdo as amostras permaneceram por 30 minutos no escuro em temperatura ambiente.
Ao fim dos 30 minutos, adicionou-se 1mL de agua destilada e entdo foi efetuada a leitura
da absorbancia a 760nm. O teor de fendis foi expresso em miligramas equivalentes de
Acido galico por grama de extrato (mg EAG/g).

2.4.2 Doseamento de taninos totais.

A andlise foi realizada segundo Shad et al. (2012). Em um tubo de ensaio
adicionou-se 500 puL. do extrato e 2,5 mL de Folin-Ciocalteu (10 %). Apds agitagao por 3
minutos adicionou-se 2 mL de Na,CO; (20 %). Posteriormente ao repouso de 2 horas as
leituras foram efetuadas a 725 nm. O teor de taninos totais foi expresso em miligramas
equivalentes de acido tanico por grama de amostra (mg EAT/g).

2.4.3 Doseamento de Flavonoides totais.

A analise foi realizada segundo Barroso et al. (2011). Em um tubo de ensaio
adicionou-se 1 mL de extrato (10 pg/mL), 4 mL de dgua destilada e 300 pL de NaNO, (25
%). Ap6s 5 minutos foram adicionados 300 uL de AICI; (10 %), 2 mL de NaOH (1 mol/L)
e 2,4 mL de agua destilada e apos agitacao foi efetuada a leitura a 510 nm.

2.5 Atividade Antioxidante

2.5.1 Avaliacao da atividade sequestradora do radical DPPH’

O ensaio para a determinagdo da atividade antioxidante utilizando o radical livre
DPPH (2,2-difenil-1-picrilhidrazil) seguiu o método descrito por Cavin et al. (1998) com
algumas modifica¢cdes. Uma solucdo de DPPH 0,004 % foi adicionada a amostra nas
concentracdes de 5 a 200 ppm. A absorbancia das solucdes serd medida em
espectrofotometro UV-VIS (517 nm) apds 30 min.

Para descobrir a atividade antioxidante total foi realizado o seguinte calculo:
tn —44

tn X100

Onde: Cn: é a absorbancia do controle negativo (DPPH + Etanol) e AA é a absorbdncia
da amostra.

2.5.2 Poder redutor

O ensaio para avaliagdo da atividade antioxidante mediante a determinacdo do
poder redutor seguiu o método proposto por Waterman e Mole (1994). Adicionou-se num
tubo de ensaio 100 pL da amostra (1 mg/mL), 8,5 mL de 4dgua destilada, 1 mL da solugdo
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de FeCl; 0,1 M, e apo6s 3 minutos, 1 mL da solu¢do de ferricianeto de potassio 0,08 mol/L.
Ap6s 15 minutos, fez-se a leitura da absorbancia da solugdo em espectrofotometro a 720
nm.

2.5.3 Avaliacio da atividade antioxidante pelo método de reducao do fosfomolibdénio

Foram adicionadas 2,7mL de solucdo do reagente de fosfomolibdénio a amostra e
ao padrao. Incubou-se a 95°C por cerca de lhora e 30 minutos. As leituras foram feitas em
espectofotometria UV no comprimento de onda de 695nm. A capacidade de redugdo do
fosfomilibdénio (% de Atividade Antioxidante) foi calculada utilizando a média das
absorbancias e a equagao:

Porcentagem de inibig¢do (%) = 100-{(Abs do controle - Abs da amostra}X 100)= Resp /
Abs do controle

2.6 Atividade antimicrobiana

2.6.1 Microrganismos

As linhagens de bactérias e do fungo leveduriforme utilizados foram obtidos da
Colegao de Microrganismos do Departamento de Antibidticos da Universidade Federal de
Pernambuco (UFPEDA). Para este ensaio foram utilizadas quatro bactérias Gram-
positivas: Staphylococus aureus (UFPEDA O01), Micrococcus Iluteus (UFPEDA 06),
Bacillus subtilis (UFPEDA 16) e Enterococcus faecalis (UFPEDA 138); trés bactérias
Gram-negativas: Escherichia coli (UFPEDA 224), Serratia marcescens (UFPEDA 398) e
Pseudomonas aeruginosa (UFPEDA 39); uma alcool-acido-resistente: Mycobacterium
smegmatis (UFPEDA 71) e a levedura Candida albicans (UFPEDA 1007).

2.6.2 Método de difusio em disco

A atividade antimicrobiana dos extratos foi avaliada pela metodologia de difusdo
em agar, utilizando discos de papel com didmetro de 6 mm, conforme Clinical and
Laboratory Standards Institute (CLSI, 2012) para se conhecer o perfil de atividade dos
extratos. Para este ensaio foram utilizadas aliquotas de 10 puL dos extratos na concentragdao
de 300 mg/mL para impregnar os discos. Uma suspensdo do microrganismo-teste foi
espalhada sobre a superficie de meio sélido AMH (Agar Miieller—Hinton) em placa de
Petri.

Posteriormente as placas foram incubadas a 37 °C por 24 h para bactérias e a 28 °C
por 48 h para leveduras. Apds incubacao foi avaliada a presenca dos halos de inibi¢do, pois
apenas os microrganismos que foram inibidos neste ensaio foram testados para determinar
sua Concentragao Minima Inibitéria (CMI) e Concentragdo Minima Microbicida (CMM).

2.6.3 Concentracido Minima Inibitéria (CMI) e Concentracio Minima Microbicida
(CMM)

Apds conhecer o perfil de inibicdo dos extratos, foi realizado o ensaio de
susceptibilidade pela metodologia da microdiluigdo em caldo para determinag¢do da
Concentragdo Minima Inibitoria (CMI) e Concentracdo Microbicida Minima (CMM)
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segundo o National Committee for Clinical Laboratory Standards-NCCLS (2002; 2003). A
determinacdo da CIM foi feita em placas de 96 pogos estéreis, proprias para microdiluicao.

Inicialmente, foi adicionado em cada pogo 90 puL. do meio Caldo Muller Hinton
(CMH) e posteriormente, a partir da terceira coluna (A3), adicionou-se 90 uL do extrato na
concentracdo de 16 mg/mL. Esta aliquota fo1 homogeneizada e transferida para a quarta
coluna (A4) e assim por diante até¢ a décima segunda coluna (A12), que recebe o extrato na
concentracao de 0,03 mg/mL. Esta ultima aliquota (90 uL) depois de homogeneizada ¢
descartada. Por Ultimo, foi adicionado 10 pL da suspensdo do microrganismo preparada
conforme o método anterior. Logo, cada poco recebeu como volume final de 100 puL (90
pL de meio e extrato e 10 pL. do microrganismo). As placas com o meio, extrato e
microrganismo foram incubadas por 24 horas (37 °C) para bactérias e 48 horas (28 °C) para
leveduras.

Posteriormente foram adicionados 30 pL de rezasurina (0,1 mg/mL) para anélise
quantitativa do crescimento microbiano nos pocos e determinagdo da atividade
antimicrobiana relativa de cada diluicdo das amostras. Para a determinacdo da CMM
repicou-se uma aliquota de 5 puL, das concentragdes que apresentaram atividade na placa
do CMI, em placas de Petri contendo AMH. Estas placas foram incubadas a 37 °C por 24
horas para bactérias e 28 °C por 48 horas para leveduras. A CMM foi considerada a menor
concentracao do extrato onde ndo houve crescimento celular sobre a superficie do AMH.

3.RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1Perfil fitoquimico

A tabela 02 apresenta as classes de compostos presentes nos extratos hexanico,
acetato de etila e metanolico Cyathea atrovirens.

Como pode ser visto na tabela 02 a espécie vegetal Cyathea atrovirens (pau
cardoso) apresentou 04 classes de compostos das 09 pesquisadas, destacando dentre elas as
cumarinas, flavonoides, e taninos presentes em mais de um extrato.

Comparando este resultado com o trabalho de Zuchetto (2014) que trabalhou com
as folhas de Cyathea atrovirens pode se inferir uma correspondéncia uma vez que esta
autora encontrou a presenga de taninos, triterpenos e flavonoides nesta espécie, a diferenca
ficou apenas nas cumarinas presentes no caule e ausente nas folhas, contudo como sdo
orgaos diferentes do vegetal esta diferenga € provavel.

Tabela 02: Perfil Fitoquimico de Cyathea atrovirens

Compostos Hex AcOEt MeOH
Alcaloides - - -
Cumarinas + + -
Esteroides - - -
Flavonoides - + +
Taninos - + +
Triterpenos + - -
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Lignanas - - -
Quinonas - - -

Oleos essenciais - - -

(+): Detectado a presenca da classe; (-): Nao detectado; Hex: hexano;
AcOEt: acetato de etila; MeOH: metanol

3.2 Doseamento

A tabela 03 apresenta os resultados dos doseamentos de taninos, flavonoides e
fenolicos totais de Cyathea atrovirens dos extratos acetato de etila e metanol, o extrato
hexanico foi avaliado, contudo apresentou concentracdo inferior ao limite minimo
mensuravel na curva e por isso 0 mesmo nao ¢ apresentado.

A partir da tabela pode-se inferir que os taninos estdo presentes em maior
concentracdo que os flavonoides e que estd em conformidade com o 6rgdo da planta
estudada, ja que elevadas concentragdes de taninos sao comuns em caules e raizes.

Comparando este resultado com o trabalho de Zuchetto (2014) que trabalhou com
as folhas de Cyathea atrovirens pode se inferir que houve diferenca na concentragdo de
fendlicos uma vez que a mesma obteve melhor resultado no extrato acetato de etila que
obteve concentragdo de 512,71 mg contudo como esta autora trabalhou com a
concentracdo maxima de 250 pg/mL de extrato esta variagdo estd proporcionalmente condizente
com este estudo uma vez que se empregou no mesmo a concentragdo minima de 500 pg/mL que ¢
o dobro da concentragdo empregada no estudo das folhas.

Tabela 03: Doseamentos de taninos, flavonoides e fendlicos totais de C. atrovirens.

Extrato Concentracio Taninos Flavonoides Fenolicos
(ng/mL) (mg EAT/g) (mg ER/g) (mg EAG/g)
AcOEt 1000 468,3 21,3 1.065
500 309,3 10,8 585,6
MeOH 1000 418,3 22,5 1.805
500 295,3 11,3 1,091

mg EAT/g: mg equivalentes a acido tanico por grama de extrato; mg ER/g: mg equivalentes a rutina por
grama de extrato; mg EAG/g: mg equivalentes a acido galico por grama de extrato

3.3 Atividade Antimicrobiana

O ensaio da difusdo em agar de C. atrovirens frente aos microrganismos S. aureus,
M. luteus, B. subtilis, E faecalis, E. coli, S. marcescens, P. aeruginosa; M. smegmatis ¢ C.
albicans s6 demonstrou a presenca de halo frente a S. aureus, M. luteus, B. subtilis, S.
marcescens, M. smegmatis.e por 1sso apenas estes foram testados para determinar sua CMI
e CMM.

A tabela 04 apresenta os resultados da atividade antimicrobiana de Cyathea
atrovirens. A partir dos resultados € possivel inferir que o extrato acetato de etila foi o que
apresentou melhor atividade comparado aos demais uma vez que conseguiu inibir os
microrganismos em estudo em concentragdes inferiores.

De acordo com a anatomia microbiana pode-se inferir que os extratos como era
esperado foram mais ativos frente as bactérias gram-positivas, pois no ensaio da difusdo
em agar apresentaram halos de inibicdo trés gram-positivos (01, 06 e 16) e apenas um
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gram-negativo (398). Ja a levedura ndo foi inibida pelos extratos desta espécie (1007) e a
bactéria alcool-acido resistente (71) so foi inibida em concentracao elevada.

Com relagao a CMI e CMM pode-se inferir que se destacou os extratos acetato de
etila frente a M. luteus e S. marcescens, e o extrato metandlico frente a B. subtilis, pois
conseguiram inibir estes microrganismos em concentragdes inferiores a 1 mg/mL. O que
segundo a literatura referente ¢ promissor para estudos futuros para o isolamento dos
principios ativos relacionados a esta atividade.

A atividade antimicrobiana apresentada deve estar relacionada aos taninos
presentes em concentracdo elevada nestes extratos e que notadamente estdo relacionados a
atividade antimicrobiana de diversas espécies.

Tabela 04: Atividade antimicrobiana de Cyathea atrovirens

C. atrovirens CMI/CMM (mg/mL)
Microrganismo/ext. Hex AcOEt MeOH
01 16/16 1/2 2/2
06 2/2 0,25/1 2/2
16 171 1/1 0,5/1
398 171 0,5/0,5 171
71 4/8 4/8 16/16

01: S. aureus, 06: M. luteus, 16: B. subtilis, 398: S. marcescens, 71: M. smegmatis

3.5 Atividade Antioxidante

A tabela 05 apresenta os resultados das atividades antioxidantes realizadas em
Cyathea atrovirens, sendo elas atividade de poder redutor, atividade sequestradora do
radical DPPH e atividade fosfomolibidénio, com isso € notério que o Pau cardoso possui
um bom teor de antioxidantes em sua composi¢ao.

Nestas analises destaca-se a atividade antioxidante frente o mecanismo de agdo do
complexo fosfomolibdénio que se fundamenta na redugdo do molibdénio (VI) a molibdénio
(V). Nesta analise o extrato se mostrou mais ativo que o padrdo rutina na mesma concentracao.
Comparando este resultado novamente com o trabalho de Zuchetto (2014) que trabalhou com
as folhas de Cyathea atrovirens pode se inferir que o palmito foi mais ativo uma vez que
esta autora teve maior atividade no extrato acetato de etila com 77% de inibicao
comparado ao padrao. Ja neste trabalho a inibicao foi maior que o padrao.

Tabela 05: Atividades antioxidantes de Cyathea atrovirens.

Poder Redutor DPPH Fosfomolibdénio
(mg AA/g) (%) (%)
AcOEt 209,10 41,90 105,87
MeOH 166,13 61,43 90,33

AcOEt: acetato de etila; MeOH: metanol; mg AA/g: miligramas equivalentes 4 acido ascorbico por
grama de extrato;

CONCLUSOES
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Com base nos resultados obtidos em todas as analises realizadas € possivel afirmar
que o palmito de Cyathea atrovirens demosntrou relevante atividade antioxidante e boa
atividade antimicrobiana frente a alguns microrganismos, € isto se deve a sua elevada
concentragdo de taninos e fenolicos presentes nos extratos acetato de etila e metanolico.
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