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RESUMO

A Dicksonia sellowiana, planta tipica da Mata Atlantica, € popularmente conhecida como
xaxim ou samambaiacl. O xaxim € utilizado para a fabricagdo de suportes para plantas
ornamentais; também usado contra sarna, coceira no corpo e solitaria pelos indios , e
popularmente como fonte de fibras. Estudos revelam seu valor medicinal no sistema
respiratorio. Conhecendo-se a crescente busca por fitoterapicos com antioxidantes que
combatem radicais livres, o presente trabalho teve como objetivo analisar o potencial
antioxidante das fragBes hexano, diclorometano e acetato de etila e do extrato total de folhas de
Dicksonia sellowiana, e verificar a concentracéo de polifendis das mesmas. O doseamento de
compostos fendlicos foi realizado pelo método de Folin-Ciocalteau, usando-se &cido galico
como padrdo de composto fendlico. A atividade antioxidante foi determinada pelo ensaio de
reducdo do complexo fosfomolibdénio, usando-se vitamina C e rutina como padrbes de
antioxidantes. A partir dos ensaios pode-se observar que tanto os valores de concentracéo de
compostos fendlicos como os de atividade antioxidante sdo decrescentes na ordem: fragédo
acetato de etila, fracdo diclorometano, extrato total e fracdo hexano. Este resultado demonstra
gue os polifendis do xaxim contribuem significativamente para a atividade antioxidante, e, pelo
fato destes estarem presentes em maior concentracdo na fracdo acetato de etila, esta
apresenta o potencial antioxidante mais significativo, o qual pode vir a ser estudado no
combate a radicais livres.

Palavras-chaves: Dicksonia sellowiana, compostos fendlicos, atividade antioxidante.

ABSTRACT

Dicksonia sellowiana, a tipical plant from Atlantic Forest, is popularly known by xaxim or
samambaiacu. The xaxim is used to make supports for ornamental plants; as well as is used
against scabies, itch in the body and solitaria by the indians, and popularly is used as fibre
source. Studies have shown medical value in the breath system. Knowing the increasing
search for phytoterapics with antioxidant action against free radicals, the objective of this study
was to evaluate the potencial antioxidant of the hexane, the diclorometane and the ethyl
acetate fractions, as well as of the total extract of Dicksonia sellowiana leaves, and to verify the
phenolic compounds concentration of these fractions. The Folin-Ciocalteau method was used to
determine the phenolic acids doses, using acid galic as a phenolic compound standard. The
antioxidant activity was determined by the phosphomolybdenum complex reduction, using
vitamin C and rutin as antioxidants standards. The increasing values of phenolic acids
concentration and of antioxidant activity are: hexane fraction, total extract, diclorometane
fraction and ethyl acetate fraction. These results showed that the phenolic compounds of
xaxim had significant contribution to the antioxidant activity, and, regarding that these
compounds have the higher concentration in the ethyl acetate fraction, this fraction has the
more significant antioxidant activity, which can be studied for the action against the free
radicals.

Key words: Dicksonia sellowiana, phenolic acids, antioxidant activity.

1. Introducéo
O consumo de vegetais tem sido associado a uma dieta saudavel. Além do seu
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potencial nutritivo, estes alimentos contém diferentes metabdlicos, muitos dos quais
desempenham fun¢des bioldgicas, com destaque para agueles com acao antioxidante.

Estudos tém demonstrado que além de -caroteno, vitamina C e vitamina E, 0s
compostos fenolicos também estdo relacionados a capacidade antioxidante de varios
vegetais e plantas (LIMA e MELO, 2004). Tais fitoativos tém despertado grande
interesse na area médica, ja que inUmeras doencas estdo associadas a producdo de
radicais livres (GIL et al., 2005). Foi descoberto que uma série de doencas; entre as
quais cancer, aterosclerose, diabetes, artrite, malaria, AIDS, doencas do coracéo;
podem estar ligadas aos danos causados por formas de oxigénio extremamente
reativas denominadas de "substancias reativas oxigenadas" ou ROS (DEGASPARI e
WASZCZYNSKYJ, 2004). Entre os principais fitoantioxidantes destacam-se o &cido
ascorbico, flavondides como a rutina e quercetina, derivados do acido cinamico e outros
compostos polifendlicos como o acido elagico. A rutina € amplamente comercializada
no setor farmacéutico, com funcéo antioxidante ou anti-radical livre, no fortalecimento
de vasos capilares, contra varizes e trombose. J& o 4cido ascorbico € amplamente,
utilizado como antioxidante, nutracéutico e cosmecéutico (GIL et al., 2005).

Devido a sua diversificada composicédo é provavel que a acdo antioxidante de
extratos vegetais seja resultante da acdo sinérgica de varias substancias, pertencentes
a diferentes grupos quimicos (ARBOS, 2004).

A partir do inicio dos anos 80, o interesse em encontrar antioxidantes naturais
para o emprego em produtos alimenticios ou para uso farmacéutico, tem aumentado
consideravelmente, com o intuito de substituir antioxidantes sintéticos, os quais tém
sido restringidos devido ao seu potencial de toxicidade (DEGASPARI e
WASZCZYNSKYJ, 2004). Conhecendo-se o atual interesse pela descoberta de novos
fitoterapicos com atividade antioxidante e sabendo-se do uso popular da Dicksonia
sellowiana, o objetivo do presente trabalho foi dosear a quantidade de compostos
fendlicos nas diferentes fragbes do extrato de folhas de Dicksonia sellowiana pelo
método de Folin- Ciocalteau, assim como observar o potencial antioxidante das
mesmas pelo método de reducdo do complexo fosfomolibdénio, utilizando vitamina C e
rutina como padrdes para atividade antioxidante.

2. Revisao Bibliografica

2.1. Dicksonia sellowiana (Presl.) Hook, Dicksoniaceae

A familia Dicksoniaceae é uma pequena familia de filicineas arborescentes,
semelhantes no habito a Cyatheaceae e destas facilmente se distingue pela posicéo
marginal dos soros. Apresenta caule em geral bastante grosso, ndo ramificado, com um
tufo de folhas amplas no &pice (JOLY, 1985). As por¢des mais velhas do tronco ficam
totalmente recobertas por abundante desenvolvimento de raizes adventicias que muito
engrossam o caule. As folhas sé&o grandes (acima de 1,5-2,0 m de comprimento) (JOLY,
1985).

Dicksonia sellowiana (Presl.) Hook (Dicksoniaceae), popularmente conhecida
como xaxim, € uma importante espécie de pteridéfita arbérea (SUZUKI, 2003). O xaxim
tem seus primeiros registros fésseis datados do periodo Jurassico (MUNIZ, 2003). E um
arbusto, de caule ereto simples ou ramificado, com diametros variando de 10 e 120 cm e
altura de 1 a 6 m. No topo, apresenta uma coroa de frondes bipinadas, de até 2,40 m de
comprimento (FERNANDES, 1997).
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Representantes do género Dicksonia ocorrem na regiao litoranea do sul do
Brasil e constituem importante fonte de xaxim do comércio, utilizado principalmente na
cultura de orquideas (JOLY, 1985). A Dicksonia sellowiana desenvolve-se
preferencialmente no interior da floresta sob a sombra em ambiente Umido, entretanto
encontra-se com relativa freqiiéncia em areas descampadas, em bordas de matas,
beira de estradas e floresta ombrofila densa alto-montana, onde a vegetacéo tende a
ser de menor porte. Cresce em altitudes que podem variar desde 60 m a 2250 m acima
do nivel do mar (FERNANDES, 1997). Encontra-se distribuida no continente americano
ocorrendo desde o sudeste do México, na América Central, até a Venezuela, Coldmbia,
sul da Bolivia, Paraguai, Uruguai e Sul e Sudeste do Brasil, na América do Sul. No Brasil
ocorre nos Estados de Minas Gerais, Rio de Janeiro, Sdo Paulo, Santa Catarina,
Parana e Rio Grande do Sul nos remanescentes de Mata Atlantica (IBAMA, 2006).
Ha anos o xaxim vem sendo explorado para fins comerciais. Os produtos
manufaturados a partir do vegetal sdo vasos, placas, palitos e p6 (MIELKE, 2002). ApGs
ser retirado da mata, o xaxim vai parar nas fabricas, onde é serrado e moldado em
hastes, vasos e placas. O p6é que sobra € vendido para o cultivo de orquideas,
samambaias e outras plantas, pois tem alta capacidade de retencao de agua e boa
drenagem. O broto e a parte interna do caule de xaxim séo usados pelos indios contra
solitaria, sarna e coceira no corpo (MARQUESINI, 1995).

Como seu crescimento € muito lento (50 a 60 anos), o xaxim é improprio para
emprego econdmico (MUNIZ, 2003). A exploracao aliada a seu desenvolvimento lento
tem sido um agravante para esta espécie colocando-a entre as espécies ameacadas de
extingdo (SUZUKI, 2003). A exploracdo de D. sellowiana levou a sua inclusdo em Listas
Oficiais de Espécies da Flora Ameacadas de Extincdo (Portaria/IBAMA. N° 37-N/92 e
COPAM 085/97) e no Apéndice Il da Convencdo Internacional sobre o Comércio
Internacional de Espécies da Fauna e Flora em Perigo de Extincdo-CITES (IBAMA,
2006). Tornou-se, entdo, relevante o estudo desta espécie visando métodos que
contribuam para otimizar sua propagacéao e conservacao (SUZUKI, 2003).

2.2. Radicais livres

Radicais livres sdo espécies quimicas, geralmente muito reativas, que possuem
um ou mais elétrons desemparelhados. Sao produzidos continuamente nas células
como produtos intermediarios do metabolismo. Os reagentes mais importantes na
bioquimica dos radicais livres nas células aerdbias sdo o O .e seus radicais (CLARO,
2002). Espécies reativas de oxigénio (EROs) potencialmente danosas sao produzidas
nas ceélulas como consequéncia tanto do metabolismo aerdbico normal (reacbes
bioquimicas oxidativas) quanto por fatores externos. Esses radicais livres sao
usualmente removidos ou inativados in vivo por enzimas antioxidantes endogenas.
Porém, as EROs se tornam danosas quando sao produzidas em excesso sob certas
condicbes anormais, e nessas situacdes os antioxidantes enddgenos podem ser
insuficientes para conter a formacdo dos mesmos, podendo as EROs causar dano
celular. Por isso, a ingestdo de antioxidantes através da dieta tem uma importante
funcdo na prevencédo de doencas causadas pelos danos das EROs (ADELMANN,
2005).
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2.3. Antioxidantes

As substancias antioxidantes s&o capazes de retardar ou ini bir a oxidagao de um
substrato. Podem agir bloqueando a formacéo dos radicais livres ou interagindo com
estes, inativando-os. Portanto, os antioxidantes s&o definidos como qualquer
substancia capaz de doar elétrons para um radical livre, inativando-o, tornando-o um
composto eletricamente estavel (ARBOS, 2004).

Para alguns derivados de acidos fendlicos tem sido relatada atividade
antioxidante, como para o acido clorogénico, para o acido cafeico e seus ésteres com
esterois e triterpenos. Essas evidéncias tem sugerido que doencas causadas pelas
reacdes oxidativas em sistemas bioldgicos podem ser retardadas pela ingestdo de
antioxidantes naturais encontrados na dieta, principalmente de compostos fenolicos
(SIMOES et al., 2000). Existem diversas classes de compostos fendlicos que ocorrem
de maneira universal nas plantas vasculares. Como exemplos, podem-se citar 0s
acidos fendlicos, como os acidos benzbicos, cafeico, cuméarico e ferulico, e os
flavonoides, como a apigenina, o canferol e a quercetina (ADELMANN, 2005).

Véarios compostos isolados de plantas e vegetais de natureza quimica
diversificada promovem acado antioxidante reconhecida, em potencial aquelas que
possuem na sua estrutura um grupamento fendlico, representados por taninos,
cumarinas, antraquinonas e flavonoides (ARBOS, 2004).

As cumarinas com grupos di-hidroxilados em posicdo orto sdo poderosas
inibidoras da peroxidacao lipidica, além de eliminarem o &nion radical superoxido e
guelarem ions ferro. Essas propriedades as tornam substancias de interesse como
antioxidantes, de possivel aplicacdo na prevencdo de doencas causadas por radicais
livres (HEEMANN, 2002). Os taninos possuem atividade antioxidante e sequestradora
de radicais livre (SIMOES et al., 2000)0s flavonoides constituem um importante grupo
de polifendis, sendo estes definidos como uma substancia que tem um ou mais nucleos
aromaticos contendo substituintes hidroxilados e/ou seus derivados funcionais.
Diversos ensaios in vitro e in vivo vém comprovando e determinando as atividades
biol6gicas dos flavondides, dentre as quais se destacam a capacidade antioxidante
(ADELMANN, 2005).

A vitamina C, ou acido L- ascoérbico, é uma substancia lipidica, cuja funcéo
principal no organismo é proteger lipoproteinas da oxidacdo. A rutina € um flavonoide
abundante em frutas e vegetais e é dotado de comprovada atividade antioxidante
(ARBOS, 2004).

3. Material e métodos

3.1. Obtencéo do Material Botanico

O material botanico utilizado foi folhas de Dicksonia sellowiana, (Presl.) Hook,
Dicksoniaceae, proveniente de um cultivo sustentavel. Este material foi classificado no
Museu Botanico de Curitiba pelo Professor Dr. Gert Hatschbach.

3.2. Obtencéao do extrato solido

ApOs a coleta, as folhas de Dicksonia sellowiana foram secas, estabilizadas e
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moidas e sofreram processo de extracdo por maceracédo. O extrato bruto foi
concentrado e submetido ao processo de spray drier.

3.3 . Obtencéao do extrato para os experimentos

Para os experimentos, fez-se o fracionamento do extrato de xaxim. Pesou-se 50
g de extrato bruto processado por spray drier e este foi diluido em 30 mL de etanol. Esta
solugéo foi diluida lentamente com 120 mL de agua destilada, determinando uma
solucao de 0,334 g/mL.

A solucéo foi submetida a fracionamento atraves de aparelho Soxhlet, utilizando-
se hexano, diclorometano e acetato de etila, respectivamente. Desta forma obteve-se
as fracdes correspondentes aos solventes, as quais foram levadas a secura.

Para a realizacdo do doseamento de polifendis pelo método de Folin Ciocalteau,
preparou-se um extrato aquoso de 0,5 mg/mL de cada uma das fracbes e do extrato
total (n&o fracionado).

Para o ensaio da reducéo do complexo fosfomolibdénio, preparou-se um extrato
aquoso de 0,2 mg/mL de cada uma das fracdes e do extrato total.

3.4. Doseamento de Polifendis pelo método de Folin-Ciocalteau (SIMONO VS
KA, VOVK, ANDRENSEK, 2003; KUMAZAWA, HAMASAKA, NAKAYAMA, 2004)

Partindo-se da solucédo 0,5 mg/mL de cada uma das fracGes e do extrato total,
preparou-se solucdes em tubos de ensaio nas concentragdes de 25, 50, 75, 100 e 125
ig/mL. Para tal, utilizou-se quantidade necesséria da solucédo 0,5 mg/mL de cada uma
das fragbes, com adicéo de 0,5 mL de reativo de Folin-Ciocalteau, 0,5 mL de carbonato
de sodio 10% e 1,5 mL de agua destilada. Todos os tubos foram homogeneizados,
tampados com papel filme e deixados em temperatura ambiente por 1 hora. A
absorbancia foi medida em 760 nm, usando-se agua como branco. O ensaio foi
realizado em triplicata para cada concentracédo das fracdes. A curva padréo foi obtida
utilizando-se solu¢bes padréo de acido galico nas concentragbes de 2,5, 5,0, 7,5, 10,0 e
12,5 ig/mL.

3.5. Ensaio da reducdo do complexo fosfomolibdénio (PRIETO, PINEDA,
AGUILAR, 1999; ARBOS, 2004)

Da solucdo previamente preparada de 0,2 mg/mL de cada fracdo e do extrato
total, retirou-se uma aliquota de 0,3 mL para um tubo de ensaio. Esta foi adicionada de 1
mL de solugdo reagente do complexo fosfomolibdénio e 1,5 mL de agua destilada. Os
tubos foram incubados por 90 min a 95°C e depois resfriados até temperatura ambiente.
Apoés isso, procedeu-se a leitura das absorbancias em 695 nm, usando-se agua como
branco. Como padrdes usou-se vitamina C (0,2 mg/mL) e rutina (0,2 mg/mL), sendo que
ambos foram submetidos aos mesmos procedimentos das amostras. A capacidade
antioxidante das amostras foi expressa em relacdo a vitamina C e a rutina,
considerando-se a absorbancia da vitamina C correspondente a 100% de atividade
antioxidante.
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4. Resultados e Discussao

4.1. Doseamento de polifendis pelo método de Folin-Ciocalteau

O ensaio foi realizado com o objetivo de comparar a quantidade de compostos
fendlicos presentes em cada fragdo e no extrato total de folhas de Dicksonia sellowiana.

O reativo de Folin-Ciocalteau, quando na presenca de compostos fendlicos,
muda sua coloracdo de amarela para azul, e a intensidade da coloracéo azul € maior
guanto mais compostos fendlicos houverem na solucéo.

O padrdo usado para composto fendlico foi o acido galico. A equacgao da curva
padréo de acido galico é: y = 0,0031x + 0,0513, onde x representa a concentracao de
polifendis correspondente a acido galico e y representa a absorbancia.

Apébs obter-se as absorbancias e a média destas para cada concentracdo de
cada amostra, e usando-se a equacao da curva padrao de acido galico, foi possivel
determinar a concentracdo de compostos fendlicos correspondente a acido gélico das
amostras.

FIGURA 1: ABSORBANCIA DE SOLUCOES DE ACIDO GALICO COM RELAGAO A CONCENTRAGAO
DAS MESMAS CURVA PADRAO DE ACIDO GALICO.
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A partir dos dados da tabela 1, a fracdo acetato de etila € a que possui maior
concentracao de polifendis, seguindo-se da fracdo diclorometano, do extrato total e da
fragdo hexano.

TABELA 1: ABSORBANCIA E CONCENTRACAO DE POLIFENOIS CORRESPONDENTE A ACIDO
GALICO DAS FRAGOES E DO EXTRATO TOTAL DE FOLHAS DE Dicksonia sellowiana, COM
RELACAO A CONCENTRACAO DAS MESMAS.

CONCENTRACAO DAS ABSORBANCIA CONCENTRACAO DE
AMOSTRAS ( g/mL) POLIFENOIS (g/mL)
ET FH FD |FAEET [FH |FD | FAE
25 0,097 0,065 0,108 0,184 14,74 4,52 18,29 42,65
50 0,132 0,073 0,142 0,302 25,87 7,00 29,26 80,87
75 0,168 0,086 0,190 0,389 37,48 11,06 44,74 108,7
100 0,205 0,094 0,022 0,477 49,42 13,77 54,42 137,3
125 0,245 0,103 0,260 0,595 62,32 16,68 67,32 175,4

Nota: ET = extrato total; FH = fracdo hexano; FD= fragcado diclorometano; FAE= fracao
acetato de etila.
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Pela andlise da figura 2, a concentracdo de polifendis nas amostras aumenta
proporcionalmente ao aumento da concentragdo das mesmas. Todas as curvas

apresentaram R maior que 0,99 e puderam ser consideradas.
FIGURA 2: CONCENTRACAO DE POLIFENOIS CORRESPONDENTE A ACIDO GALICO DE CADA

FRAGCAO E DO EXTRATO TOTAL DE FOLHAS DE XAXIM COM RELACAO A CONCENTRAGAO
DAS MESMAS.
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4.2. Avaliacao da atividade antioxidante pelo método da reducdo do complexo
fosfomolibdénio

O ensaio foi realizado para analisar o potencial antioxidante da Dicksonia
sellowiana.

O complexo fosfomolibdénio em meio aquoso possui coloragdo amarela,
tornando-se verde a medida que é reduzido por substancias antioxidantes. A coloracdo
verde é mais intensa quando maior for a atividade ant ioxidante da amostra.

A absorbéancia medida para a vitamina C foi 1,086, a qual foi considerada como
100% de atividade antioxidante. Entédo, a férmula usada para o célculo da atividade
ant ioxidante (AA) das amostras e da rutina foi:

1,086 --------- 100%AA
Abs amostras --------- X (%AA)

TABELA 2: ABSORBAN~CIA E ATI VI DADE ANTI OXI DANTE DAS FRACOES E DO EXTRATO TOTAL
DE XAXIM E DO PADRAO RUTINA.

ET | FH | FD | FAE | RUTINA
Absorbancia 0,357 0,323 0,394 0,740 0,423
AA% 32,87 29,74 36,28 68,14 38,95

NOTA: ET = extrato total; FH = fracdo hexano; FD= frag&do diclorometano; FAE= fracéo
acetato de etila.

A partir dos dados da tabela 2, observa-se que a fracdo acetato de etila foi a que
possuiu potencial ant ioxidante mais proximo ao da vitamina C, seguindo-se do padréo
rutina, da fracdo diclorometano, do extrato total e da fracdo hexano.
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FIGURA 3: COMPARAGAO ENTRE A ATIVIDADE ANTIOXIDANTE (AA) DAS FRACOES E DO EXTRATO
TOTAL DE FOLHAS DE XAXIM E DOS PADROES RUTINA E VITAMINA C.
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OF. Diclorometano

O Rutina

B F_ Acetato de Etila
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Através do figura 3 nota-se que a atividade antioxidante da fracdo hexano, do
extrato total e da fracdo diclorometano se aproximaram da atividade do padrao rutina,
principalmente esta ultima. Considerando que a rutina € muito usada em experimentos
como padrao para atividade antioxidante, pode-se considerar significativa a atividade
destas fracOes e do extrato total. A fracdo acetato de etila apresentou aproximadamente
70% da atividade antioxidante da vitamina C, podendo ser considerada, entdo, com alto
potencial antioxidante.

Analisando os resultados do doseamento de polifendis e da determinacédo do
potencial antioxidante das amostras, percebeu-se que a amostra com maior
concentracdo de compostos fendl icos teve a mais expressiva atividade ant ioxidante, e
quanto menor foi a quantidade de polifendis, menos intenso foi o potencial ant ioxidante.
Pode-se dizer, entdo, que a atividade antioxidante das amostras analisadas esta
diretamente relacionada a concentracao de polifendis das mesmas, sendo estes 0s
responsaveis, pelo menos em parte, pela atividade ant ioxidante do extrato.

5. Concluséao

A partir dos experimentos, pode-se dizer que, tanto a concentracdo de
compostos fendlicos como a atividade antioxidante das amostras, possuem valores
decrescentes na ordem: fracdo acetato de etila, fracdo diclorometano, extrato total e
fracdo hexano; sendo que a fracdo acetato de etila apresentou resultados significativos
em ambos os experimentos. Conclui-se, entdo, que na espécie vegetal Dicksonia
sellowiana, a atividade antioxidante esta relacionada a concentracdo de compostos
fendlicos, ou seja, os compostos fendlicos sdo responsaveis pelo menos por parte da
atividade antioxidante do extrato. Assim, a acdo contra radicais livres do extrato pode
estar sendo anal isada, principalmente a da fracdo acetato de etila, que apresentou a
maior atividade antioxidante dentre as outras amostras analisadas.
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