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RESUMO

Investigacdo quimica e atividades bioldgicas de extratos de samambaias coletadas nas
regides sul e sudeste do Brasil
Antioxidantes, antiinflamatérios e inibidores da enzima monoamina oxidase (MAO)

estdo relacionados a algumas neuropatologias, como as doencas de Parkinson e
Alzheimer, apresentando-se como valiosos agentes terapéuticos. Assim, a pesquisa
acerca de novas fontes desses compostos estimula o desenvolvimento de novas opgoes
terapéuticas para melhoria dos sintomas dessas doengas. Samambaias sdo plantas que
pertencem ao grupo das pteridéfitas e apresentam cerca de 9000 espécies distribuidas
mundialmente. Nesse contexto, 0s objetivos desse trabalho foram as analises quimica e
bioldgica de 14 extratos de samambaias coletadas no Rio Grande do Sul (RS) e em Séo
Paulo (SP). Os extratos brutos etandlicos das samambaias foram analisados utilizando
CLAE, com detector de arranjo de diodos. Os extratos foram testados in vitro quanto as
suas capacidades antioxidantes, pelo método do potencial reativo total (TRAP), nas
concentragdes de 0,1; 1,0; 10,0; 50,0 e 100,0 pg/mL. Quercetina e mangiferina também
foram avaliadas (1,0; 10,0 e 100,0 uM). O ensaio de antiquimiotaxia foi realizado
utilizando placa de 48 pocos, no qual os extratos foram testados nas concentracfes de
0,01; 0,10; 1,0 e 10,0 pg/mL. Mangiferina foi avaliada a 0,1; 1,0; 10,0; 50,0 e 100,0
M. A avaliacdo de integridade da membrana celular de células polimorfonucleares na
presenca dos extratos (10 ug/mL) foi realizada utilizando-se neutrofilos, pelo método de
liberagdo da lactato desidrogenase citosolica. A atividade inibitéria da MAO foi
realizada utilizando método baseado em fluorescéncia, testando-se os extratos a 100
ug/mL. A maioria dos extratos das plantas analisadas apresentou cromatograma com
alta complexidade quimica. Na espécie Asplenium gastonis foi caracterizado o glicosil
flavonoide hesperidina, além de dois derivados do canferol, enquanto que A. serra
apresentou a xantona mangiferina. A andlise das plantas da familia Blechnaceae, em
duas especies (Blechnum occidentale e B. brasiliense) permitiu a identificacdo de acido
caféico. Em B. occidentale, acido clorogénico também foi identificado. O
cromatograma do extrato de B. binervatum demonstrou presenga de rutina e quercetina
3D-galactosideo, sendo este Ultimo composto encontrado também no extrato de B.
brasiliense. Em Cyathea phalerata trés derivados glicosilados de canferol foram
identificados. O cromatograma de Lastreopsis amplissima demonstrou presenca de
cumarina e seus derivados. A investigagdo quimica das outras espécies deste trabalho

ndo foi possivel, com base nos padrbes utilizados. Todas as amostras apresentaram
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potente efeito antioxidante a 10 ug/mL. Asplenium serra, Lastreopsis amplissima
(coletada no RS) e Cyathea dichromatolepis foram as mais ativas, sendo que os valores
ndo diferem, estatisticamente, de alguns outros extratos (p < 0,05). Quercetina e
mangiferina, mesmo na mais baixa concentracdo testada (1 pM), apresentaram
pronunciada capacidade antioxidante. No teste de antiquimiotaxia, as amostras mais
ativas foram: Asplenium serra (94,06 £ 1,63%), Didymochlaena truncatula (93,41 +
0,93%) e Blechnum occidentale (92,08 + 1,41), sendo seus valores comparaveis aos da
mangiferina e de outras 5 espécies avaliadas (p < 0,05). Todos o0s extratos
demonstraram viabilidade da membrana no teste para alteracbes morfologicas. As
amostras mais ativas frente a MAO-A, a 100 ug/mL, foram D. truncatula (82,61%),
Alsophila setosa (82,21%), Blechnum brasiliense (79,47%), Cyathea phalerata
(74,07%) e C. delgadii (70,32%). Todos os extratos foram menos ativos frente a MAO-
B, indicando alta seletividade, especialmente de alguns extratos, para inibicao apenas da
subunidade A desta enzima. Blechnum brasiliense foi a Unica das espécies avaliadas que
demonstrou potentes atividades em todos testes realizados. Investigacdes adicionais séo
necessarias a fim de identificar qual (is) composto (s) é (sdo) responsavel (is) por essas
atividades. Estes achados contribuem para a avaliacdo quimica e conhecimento

farmacoldgico sobre essas samambaias brasileiras.

Palavras-chave: samambaias, anélise quimica, antioxidante, antiquimiotaxia, inibidores
da MAO
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ABSTRACT

Chemical evaluation and biological activities of fern extracts from Southern and
Southeastern Brazil

Antioxidants, anti-inflammatory and monoamine oxidase (MAOQ) inhibitors are related
with some neuropatologies, such as Parkinson and Alzheimer diseases, being
characterized as valuable therapeutic agents. Therefore, research on new sources of
these compounds stimulating the development of new therapeutic options to improve
the symptoms of these diseases. Ferns are a group of pteridophytes that present 9,000
species all around the world. Thus, the objectives of this study were the chemical and
biological analysis of 14 extracts from ferns collected in Rio Grande do Sul (RS) and in
Sdo Paulo (SP). The crude ethanolic extracts of ferns were analyzed using RP-LC, with
a DAD detector. The extracts were tested for their in vitro antioxidant activity, using
the total reactive antioxidant potential (TRAP) method, at concentrations of 0.1, 1.0,
10.0, 50.0 and 100.0 pg/mL. Quercetin and mangiferin were also tested in the
concentrations of 1.0, 10.0 and 100 uM. The antichemotaxic assay was performed using
a 48-well plate and the extracts were assayed at concentrations of 0.01, 0.10, 1.0 and
10.0 pg/mL. Mangiferin was tested at concentrations of 0.1, 1.0, 10.0, 50.0 and 100.0
M. The cytotoxic effects of ferns (10 ug/mL) on polymorphonuclear neutrophils were
determined by the release of the cytosolic lactate dehydrogenase. The MAO inhibitory
activity, of the extracts at 100 ug/mL, was also performed, using a fluorescence-based
method. The majority of the analyzed plants showed high complexity in their extracts.
In the species Asplenium gastonis, the glycosil flavonoid hesperidin, as well as, two
kaempferol derivatives, were characterized, while A. serra presented the xanthone
mangiferin. For the Blechnaceae family, two species (Blechnum occidentale and B.
brasiliense) showed caffeic acid in their extracts. For B. occidentale, chlorogenic acid
was also identified. The extract of B. binervatum presented rutin and quercetin 3D-
galactoside, being this last compound found also in B. brasiliense chromatogram. The
analysis of Cyathea phalerata allowed the identification of three kaempferol-glycoside
derivates. Lastreopsis amplissima chromatogram showed the presence of coumarin and
its derivatives. The chemical investigation of some other analyzed species was not
possible, based on the available standards used. Results of the antioxidant potential
showed that all samples presented strong antioxidant effects at 10 pg/mL. The highest

values of activity were found for Asplenium serra, Lastreopsis amplissima (collected in
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RS) and Cyathea dichromatolepis, although their values do not differ significantly from
some other samples (p < 0.05). Quercetin and mangiferin, even at the lowest
concentration of 1 uM, presented strong antioxidant capacity. In the antichemotactic
assay, the most active samples were Asplenium serra (94.06 + 1.63%), Didymochlaena
truncatula (93.41 + 0.93%) and Blechnum occidentale (92.08 + 1.41), where their
activity was compared to another 5 fern extracts tested and to mangiferin  (p < 0.05).
All extracts showed adequate membrane cell viability when assayed for morphological
alterations. The most active samples against MAO-A, at 100 ug/mL, were D. truncatula
(82.61%), Alsophila setosa (82.21%), Blechnum brasiliense (79.47%), Cyathea
phalerata (74.07%) and C. delgadii (70.32%). All samples were less active against
MAO-B, indicating a high selectivity, especially for some extracts, to inhibit only the
subunit A of the enzyme. Blechnum brasiliense was the only one species, among the
analyzed, that showed potent activity for all tests. Further investigations are necessary
in order to identify which compound/s is/are responsible for the demonstrated activities.
These findings contribute to the chemical evaluation and also to the pharmacological

knowledge about these Brazilian fern species.

Keywords: ferns, chemical analysis, antioxidant, antichemotaxis, MAQO inhibitors



XV

SUMARIO
1. INTRODUGAO GERAL......c.coevveiieeieeesieeieeesessesisse et essssesse s 1
2. OBUIETIVOS......o oottt 7
2.1. OBJETIVO GERAL......c.ccot ittt 9
2.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS.......oooveereeeeeteeees e 9
3. REVISAO DO TEMA.....ooiiiiiieininsssiesssiss e ssseas 11
3.1. Doencas NeurodegeneratiVas...........ccvevveeveeieeieeseesieeseeseesree e 13
3.1.1. Importancia da enzima monoamina oxidase..................... 15
3.1.2. Antioxidantes e Nneurodegenerago..........cccocvevereereeeennnn 16
3.1.3. Antiinflamatorios e neurodegeneragao..........ccoceevevveveenenne 18
3.2, SAMAMDAIAS. .....eeveeiiieiie s 20
3.2.1. ASPECt0S DOLANICOS. .....ccveireeieeie e 20
3.2.2. ASPECLOS QUIMICOS.....veivieieiieiesieeiesie et 23
3.2.3. Aspectos farmacoldgiCos..........ccccevvvieiiiiie e, 32
4, MANUSCRITO Lot 37
5. MANUSCRITO H.oiiieiiiiiietcieeeese et 59
6. DISCUSSAO GERAL........ouivieieeiieeeeeseee e enis s 91
7. CONCLUSOES......cooiiiiieiniieieissie st 99
8. PERSPECTIVAS. ... .ottt 103
9. REFERENCIAS. ..ottt 107

10. ANEXOS ..o s 133






1. INTRODUCAO GERAL






As plantas medicinais constituem-se em importantes fontes de
compostos biologicamente ativos, 0s quais possuem uma ampla variedade de
estruturas, apresentando diversas propriedades fisico-quimicas e farmacologicas
de interesse. A Organizacdo Mundial da Saude define planta medicinal como
sendo “todo e qualquer vegetal que possui, em um ou mais 0rgaos, substancias
que podem ser utilizadas com fins terapéuticos ou que sejam precursores de

farmacos semi-sintéticos” (WHO, 1998).

O uso dos produtos vegetais iniciou-se ha milhares de anos por
populacbes de varios paises na busca de tratamento, cura e/ou prevencdo para
inimeras patologias, apresentando-se como uma das mais antigas formas de
pratica medicinal da humanidade (VEIGA-JUNIOR e MELLO, 2008).

Dados da Organizacdo Mundial da Salude estimam que cerca de 80% da
populacdo mundial ainda utiliza plantas medicinais no tratamento primario de
problemas de satde, como forma alternativa ou complementar aos medicamentos
sintéticos (MINISTERIO DA SAUDE, 2006). Esse uso se da, principalmente,
pelas populacdes carentes, devido a dificuldade de acesso aos centros de
atendimento hospitalares e a obtencdo de medicamentos. Estes motivos,
associados a facil aquisicdo e a tradicionalidade de uso de plantas medicinais,

contribuem para sua utilizag&o.

O Brasil apresenta a maior biodiversidade mundial, sendo a flora
brasileira composta por, aproximadamente, 41.000 espécies, incluindo fungos,
algas, briofitas, pteridéfitas, gimnospermas e angiospermas (FORZZA et al.,
2010). Essa flora encontra-se distribuida nos cinco principais biomas: floresta
amazonica, cerrado, mata atlantica, pantanal e caatinga e devido a essas
caracteristicas, apresenta-se como uma das mais ricas fontes de substancias
bioativas. No entanto, este potencial para a descoberta de plantas como fonte de
novos compostos de interesse € insuficientemente explorado ou desconhecido
(ALBUQUERQUE E HANAZAKI, 2006; LUSTOSA et al., 2008; VEIGA-
JUNIOR e MELLO, 2008).



Apesar dos grandes avangos na medicina moderna, estima-se que cerca
de 25 a 30% de todos os farmacos utilizados na terapéutica sejam derivados de
produtos naturais (CALIXTO, 2005). Pesquisadores e a industria farmacéutica,
incentivados pela busca da populacdo por plantas, atuam na investigacdo de
novos farmacos a partir de fontes naturais, principalmente com o objetivo de

minimizar a caréncia de informacGes sobre plantas medicinais.

O estudo acerca de plantas medicinais e seus derivados envolve areas
distintas da ciéncia, que abrangem desde a botanica até a quimica e a
farmacologia incluindo, ainda, a etnofarmacologia (MACIEL et al., 2002). A
descoberta de novas drogas a partir de fontes naturais deve, portanto, constituir-

se de uma atividade multidisciplinar, garantindo o sucesso dessa busca.

Dentre os principios ativos encontrados em plantas medicinais estdo os
metabdlitos secundarios, os quais possuem fungdes ecologicas importantes para a
sobrevivéncia da espécie. O metabolismo secundario ndo esta diretamente
envolvido no crescimento e desenvolvimento da planta, mas é essencial para a
sobrevivéncia e continuidade da espécie dentro do ecossistema (HARBORNE,
1982).

O estudo envolvendo os metabdlitos secundarios é de grande interesse,
desde longa data, até a atualidade, sendo observada uma vasta gama de artigos
publicados em periddicos cientificos sobre o tema (FOGLIO et al., 2006). Dentre
esses compostos, estdo os fendlicos, abundantes em iniUmeras especies vegetais,
0s quais desempenham, isoladamente ou em extratos vegetais, indmeras
atividades bioldgicas, avaliadas tanto em modelos in vitro, quanto em
experimentos in vivo. Os fenolicos séo divididos em diversas classes quimicas,
como flavonoides, xantonas, dentre outros (KOO e SUHAILA, 2001).

Dentre as especies que compdem a flora mundial, estdo as samambaias,
pertencentes ao grupo das pteridéfitas, compostas por um extenso grupo de
plantas vasculares, amplamente distribuidas. Para essas plantas, existem relatos

da presenca de compostos fendlicos, principalmente derivados glicosilados de



flavonoides em sua composicdo (IWASHINA et al., 1995; IMPERATO e
MINUTIELLO, 1997; BRIGHENTE et al., 2007; IMPERATO, 2007; FANG et
al., 2008; CAZAROLLI et al, 2009). Além disso, outros metabdlitos

secundarios sdo também relatados (LI et al., 2009).

Diversas acdes fisiologicas e farmacoldgicas séo atribuidas aos fendlicos,
tais como: inibicdo da enzima monoamina oxidase, atividades antitumoral,
citotoxica, antibacteriana, antifingica e tuberculostatica, propriedades
antiinflamatoria e antioxidante, entre outras (LOPES et al., 2000; HOWES et al.,
2003; DIDEROT et al., 2006; FRANKLIN et al., 2009; TANAKA et al., 2009;
SELA et al., 2010).

Dentre as doencas que afetam a populacdo, destacam-se as doencas
neurodegenerativas, as quais vem apresentando incidéncia rapidamente
aumentada no mundo inteiro devido, principalmente, ao aumento da expectativa
de vida. A neurodegeneracdo é caracterizada por um conjunto de doencas que
afetam principalmente a populacao de faixa etaria mais elevada. A alta incidéncia
dessas doencas ameaca a economia e o desenvolvimento social, bem como a vida
e a saude de milhdes de pessoas, representando um desafio de salde para o
desenvolvimento global no proximo século (WHO, 2003). Assim, compostos que
apresentam caracteristicas neuroprotetoras vem sendo explorados na busca de

novas entidades farmacologicamente ativas.

Compostos neuroprotetores sdo capazes de promover a prevencdo da
morte neuronal e a manutencdo de suas fungdes basais, sem afetar 0s
mecanismos bioquimicos relacionados a etiologia dessas doencas (PICADA et
al., 2005). Substancias antioxidantes foram as primeiras drogas a serem
estudadas em uma tentativa de retardar o progresso dessas doencas (SCHAPIRA
e OLANOW, 2004). Inibidores da enzima monoamina oxidase também foram
avaliados em relacdo a uma potencial habilidade em diminuir a degeneracéo
neuronal, dada a sua capacidade de inibir a formacéo de radicais livres derivados

do metabolismo de dopamina. Compostos que atuam sobre essa enzima S&o



utilizados no tratamento de parkinsonismo e considerados como alternativas no
tratamento da doenca de Alzheimer (KENNEDY et al., 2003; RANG et al.,
2004).

Neste contexto, a busca por novas entidades quimicas em vegetais,
representa uma ferramenta importante no desenvolvimento de farmacos, para
compor o arsenal terapéutico para tais patologias, que cada vez mais atingem a
populacdo frente a condigdes de estresse da sociedade atual e aumento da

expectativa de vida.



2. OBJETIVOS






2.1. Objetivo Geral

O presente trabalho visa a investigacdo quimica e farmacologica de
extratos de plantas de 5 diferentes familias de samambaias, Aspleniaceae -
Asplenium gastonis Fée, Asplenium serra Langsd. & Fisch., Blechnaceae -
Blechnum binervatum (Poir.) C.VV. Morton & Lellinger, Blechnum brasiliense
Desv., Blechnum occidentale L., Cyatheaceae - Alsophila setosa Kaulf.,
Alsophila sternbergii (Sternb.) D.S. Conant, Cyathea atrovirens (Langsd. &
Fisch.) Domin, Cyathea delgadii Sternb., Cyathea dichromatolepis (Fee) Domin
e Cyathea phalerata Mart., Dryopteridaceae - Dydimochlaena truncatula (Sw.) J.
Sm. e Lastreopsis amplissima (C. Presl) Tindale e Pteridaceae - Vittaria lineata
(L.) Sm., coletadas no Rio Grande do Sul (RS) e no estado de Sao Paulo (SP).

2.2. Objetivos Especificos

e Determinar metodologia adequada para extracdo e investigacdo de

compostos de interesse das espécies coletadas;

e Avaliar qualitativamente o perfil quimico de extratos obtidos de
espécies de samambaias coletadas no Rio Grande do Sul e em Sdo Paulo, através

de cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE);

e Comparacdo entre as constituicbes quimicas das espécies coletadas

nos dois diferentes estados brasileiros;

e Avaliar o efeito dos extratos de samambaias frente a radicais livres,

em modelo in vitro de ensaio;
e Determinar a atividade antiquimiotatica dos extratos, in vitro;

e Avaliar possiveis alteracbes de membrana, relacionadas a provavel
toxicidade celular dos extratos, pelo ensaio da enzima lactato desidrogenase

(LDH), empregando-se leucocitos polimorfonucleares;



e Investigar a atividade dos extratos frente a monoamina oXi

(MAO), através de modelo enzimatico in vitro.

10



3. REVISAO DO TEMA
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3.1. Doencas Neurodegenerativas

Doencgas neurodegenerativas, como doenca de Alzheimer (DA) e doenca
de Parkinson (DP), sdo definidas pela destruicdo progressiva e irreversivel de
populacdes de células neuronais e estdo associadas com agregados de proteinas,
levando a disfuncGes do sistema nervoso, gerando disturbios cognitivos, motores
ou comportamentais. Esta heterogeneidade clinica € em grande parte atribuida a
variabilidade patoldgica, que compromete de diferentes formas o Sistema
Nervoso Central (SNC), uma vez que, para cada doenca, existe uma
vulnerabilidade seletiva de populacGes de células cerebrais (ROSS e POIRIER,
2004).

A doenca de Parkinson é um distdrbio universal, com uma taxa bruta de
incidéncia de 4,5-19,0 por 100.000 habitantes, por ano. A grande variacdo nas
estimativas de incidéncia é devida, provavelmente, a diferencas na metodologia e
processo de avaliacdo bem como a distribuicdo etaria da populacdo da amostra.
Estimativas da Organizacdo Mundial da Salde demonstram que, globalmente,
24,3 milhdes de pessoas sofrem da doenca de Alzheimer, com 4,6 milhdes de

novos casos anualmente (WHO, 2006).

A doenca de Parkinson é um distdrbio progressivo do movimento que
ocorre principalmente na velhice. Essa doenca é caracterizada por um processo
degenerativo que afeta algumas regibes do cérebro, levando a perda de neurdnios
dopaminérgicos e a degeneracdo precoce das terminacdes nervosas. Essa
patologia parece estar relacionada com alteracdes nos niveis de uma variedade de
compostos nocivos, como espécies reativas de oxigénio e nitrogénio,

prostaglandinas e citocinas pro-inflamatorias (McGEER e McGEER, 2008).

Identificar o nimero exato de pacientes com DP é dificil, especialmente
nos estagios iniciais da doenga. Muitos atribuem os sintomas iniciais ao
"processo de envelhecimento” e ndo procuram ajuda de seus médicos. O
diagnostico também é dificil, porque outras patologias apresentam sintomas

semelhantes. Estudos clinico-patologico em material cerebral de bancos do
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Canada e do Reino Unido demonstraram que cerca de 25% dos pacientes foram
diagnosticados incorretamente como portadores da DP pelos médicos (WHO,
2006).

A abordagem farmacoldgica para o tratamento sintomatico dessa doenca
baseia-se na utilizagdo do precursor de dopamina L-DOPA, de inibidores da
enzima monoamina oxidase subunidade B (geralmente usados em associacao
com L-DOPA) ou de agonistas dopaminérgicos (LA REGINA et al., 2008).
Especificamente, farmacos inibidores da MAO-B protegem a dopamina da
degradacéo intraneuronal (RANG et al., 2004).

A DA é caracterizada por progressiva perturbacdo da memoria e
cognicdo. Depositos extracelulares de peptideo B-amildide, ou AP, conhecidos
como placas senis, derivadas da proteina precursora do amildide (APP) e a
presenca de emaranhados neurofibrilares intracelulares (NFT) sdo as
caracteristicas neuropatoldgicas da doenca (BRAAK e BRAAK, 1991;
PARIHAR e HEMNANI, 2004). Tanto as placas senis, quanto os emaranhados
estdo em dareas cerebrais associadas com o aprendizado, comportamento e
memoria, de forma que esses locais exibam um menor ndmero de sinapses e
maior dano neuronal, relacionados a presenca dessas anormalidades, levando ao
comprometimento da memoria, raciocinio e coordenacdo motora, gerando
problemas cognitivos e deméncia (PARIHAR e HEMNANI, 2004; VEIGAS-
JUNIOR et al., 2004).

Tratando-se de uma doenca que envolve indmeras alteracGes
bioquimicas, varias abordagens terapéuticas vém sendo demonstradas para
tratamento da DA (AISEN, 2002; SCARPINI et al., 2003). Destacando-se 0
restabelecimento dos niveis diminuidos de neurotransmissores, a neuroprotecao e
0 combate a aspectos especificos da doenca (CITRON, 2004). A principal
estratégia empregada no tratamento da doenca de Alzheimer visa aumentar a

eficiéncia da transmissdo colinérgica cerebral dos pacientes afetados, sendo a
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alternativa terapéutica mais eficaz aquela que faz o uso de inibidores da enzima

acetilcolinesterase (AChE).

NOVAROLI e colaboradores (2005) propuseram abordagem baseada em
triagem experimental e virtual visando a descoberta de substancias capazes de
atuar em dois ou mais alvos associados a essas doencas. Os alvos selecionados
foram as enzimas acetilcolinesterase (AChE), monoamina oxidase (MAO) e
catecol-O-metil-transferase (COMT), a deposi¢do de proteina B-amilGide, e o
estresse oxidativo. Dentre esses alvos, trés sdo comuns para ambas as doengas
(AChE, MAO e estresse oxidativo). Assim, o desenvolvimento de moléculas com
alvos multifuncionais, ou seja, capazes de atuarem em mais de um destino
etiolégico das doencas, pode oferecer novas abordagens para o tratamento de
muitos disturbios, incluindo aqueles associados com declinio cognitivo (ROTH
et al., 2004). A abordagem pode ser a chave para os futuros regimes de

tratamento para doencas neurodegenerativas com declinio cognitivo associado.
3.1.1. Importancia da enzima monoamina oxidase

Monoamina oxidase (MAQ) é uma enzima encontrada no cérebro e em
regides periféricas do organismo, sendo responsavel pela desaminacdo oxidativa
de catecolaminas e serotonina, inativando muitas substancias bioativas, incluindo
dopamina, serotonina, norepinefrina e tiramina. A MAO apresenta-se como duas
principais isoformas, A e B. Alguns substratos possuem maior afinidade por
determinada isoforma da enzima, sendo a dopamina o Unico substrato para ambas
isoformas da enzima (YOUDIM et al., 2005).

Inibidores da MAO-A sdo candidatos no tratamento de depressdo e
transtornos de ansiedade. Sabe-se, de longa data, que disturbios do humor, como
0s citados acima, afetam uma porcentagem significativa de individuos portadores
da doenca de Alzheimer e da doenca de Parkinson em algum ponto da evolugéo
dessas patologias. Essa debilidade acomete de 40 a 50% no que se refere tanto
aos pacientes portadores da DA como da DP (WRAGG e JESTE, 1989;
CUMMINGS e MASTERMAN, 1999; ZESIEWICZ et al., 1999). A depressao



16

na DP é geralmente associada a uma reducdo de catecolaminas cerebrais, como a

$serotonina e a dopamina.

Enquanto inibidores da MAO-A estdo associados ao tratamento da
depressao, inibidores da MAO-B séo utilizados para o tratamento sintomatico da
DP. Essa divisdo é contestavel, uma vez que inibidores seletivos e reversiveis da
MAO-A, como a moclobemida, também podem ser empregados no tratamento da
DP, por demonstrarem melhora psicomotora e sobre a memoria de longo prazo
(YOUDIM e BAKHLE, 2006).

A relacdo entre a DA e o0 aumento da atividade enzimatica da
monoamina oxidase (MAO) é conhecida ha muitos anos, sendo a atividade da
MAOQO elevada em pacientes com DA (JOSSAN et al., 1991). A atividade da
MAO-B, assim como a expressdao aumentada de RNA mensageiro (MRNA) que
codifica ambas isoformas da enzima, mostraram-se elevadas em varias areas do
cérebro desses pacientes, incluindo hipocampo e cortex cerebral (KENNEDY et
al., 2003). Ha também dados sugerindo que inibidores da MAO-A podem
melhorar a funcdo cognitiva em pacientes com Alzheimer (PRIEST et al., 1995)
e que os metabolitos neurotoxicos produzidos pela atividade da MAO-A estdo
presentes em niveis elevados nos neurdnios cerebrais de pacientes com esta
doenca (BURKE et al., 2001).

3.1.2. Antioxidantes e neurodegeneracao

O deshalanco entre a formacéo de espécies reativas de oxigénio (ERO) e
a reparacdo da producdo excessiva dos mesmos, causa danos oxidativos a
membranas, proteinas, lipidios e genes, sendo os mecanismos de defesa do
organismo capazes de controlar esse processo. O dano mediado por esses radicais
livres estd relacionado ao envelhecimento normal e a diversas doencas
neurodegenerativas, sendo 0s metabdlitos da oxidagdo, em muitas vezes,
utilizados como biomarcadores desses distarbios (GIULIANO et al., 2003;
ZARKOVIC, 2003; BEAL, 2004; FAROOQUI e FAROOQUI, 2009).
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O cérebro é um oOrgdo particularmente muito vulnerdvel a acdo dos
radicais livres por apresentar algumas caracteristicas peculiares, tais como:
neurdonios do SNC sdo quase totalmente dependentes da reacéo de fosforilacdo
oxidativa para geracdo de adenosina trifosfato (ATP) como fonte de energia; em
cérebros de adultos, a glicose é o principal nutriente e, portanto, esse 6rgao
apresenta alta taxa de metabolismo da glicose e eficiéncia respiratéria; ainda, a
membrana dos neurdnios apresenta altas concentragdes de &cidos graxos
poliinsaturados que sdo potenciais substratos para a peroxidagdo por radicais
hidroxil; por fim, o cérebro possui baixos niveis de defesas antioxidantes,

comparado a outros 6rgdos (BEHL, 1999).

Na doenca de Alzheimer, alguns estudos in vitro e in vivo evidenciaram a
formacdo de radicais livres que se da atraves dos depositos extracelulares de
peptideo B-amildide (AB) que atraem e ativam as células da microglia, a qual
produz radicais oxido nitrico (NO). Adicionalmente, A pode se converter a um
estado radicalar. Além disso, na interacdo com a membrana neuronal, Af induz a
formacdo de perdxidos e induz a peroxidagdo lipidica (McGEER e McGEER,
1995; BEHL, 1999).

O estresse oxidativo associado a doenca de Parkinson pode ser o
resultado de um colapso na regulacdo da dopamina e de ferro. Este Gltimo, na
presenca de perdxido de hidrogénio, formado do metabolismo da dopamina, leva
a formacdo de radicais livres, pela reacdo de Fenton (BARNHAM et al., 2004).
Além disso, 0s neurdnios dopaminérgicos tém um nivel reduzido de glutationa
intracelular (um dos compostos responsaveis pelas defesas antioxidantes do
organismo), tornando-os muito mais suscetiveis a uma variedade de injdrias,

incluindo o estresse oxidativo (KIM et al., 2000).

O oxido nitrico (NO) é um dos radicais acumulados que contribui para a
neurodegeneracdo uma vez que estudos revelam a possibilidade existente de que
0 NO reaja com radicais livres de oxigénio, como superoxido, formando

intermediario mais toxico, como o peroxinitrito (ONOO"). Adicionalmente, NO
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pode reagir com lipideos de membrana, induzindo a peroxidacéo lipidica (LIU et
al., 2002). Produtos da peroxidacéo lipidica, como malondialdeido, acroleina e
4-hidréxi-2,3-nonenal, sdo considerados marcadores dessas patologias (DEXTER
et al., 1989; PEDERSEN et al., 1998; ARLT et al., 2002; BUTTERFIELD et al.,
2002; SELLEY et al., 2002).

Diante do exposto acima, pode-se analisar que uma caracteristica comum
das doencas de Alzheimer e de Parkinson é a sua relacdo com alteragdes nos
niveis de ERO. Estas sdo capazes de ativar cascatas bioquimicas responsaveis
por provocar neurodegeneracdo. As espécies reativas formadas provém de
multiplas reagdes bioquimicas (VAN DER SCHYF et al., 2006). Apesar do
grande volume de dados evidenciando acdo positiva dos antioxidantes em
culturas de células que apresentam caracteristicas dessas doencas
neurodegenerativas, a avaliacdo clinica desses compostos €, ainda, limitada e
escassa (MOOSMANN e BEHL, 2002).

3.1.3. Antiinflamatorios e neurodegeneracao

A inflamacdo crénica parece ser um fator complicador em muitas das
doencas relacionadas ao envelhecimento (McGEER et al., 2005).
Imunohistoquimica e evidéncias genéticas moleculares demonstram a presenca
de inflamacdo crbonica nos tecidos afetados de diversas doencas
neurodegenerativas, incluindo a doenca de Alzheimer, a doenca de Parkinson, a
esclerose multipla, dentre outras (BRUCK e STADELMANN, 2003; McGEER e
McGEER, 2004a; McGEER e McGEER, 2004b).

A doenca de Alzheimer possui também um forte componente
inflamatorio, sendo observado aparente envolvimento de citocinas pro-
inflamatorias na neuropatologia desta doenca (AKIYAMA et al., 2000). Os
mediadores inflamatdrios apresentam-se, portanto, como importantes candidatos
na terapéutica da patologia. A hipdtese seria que a neurodegeneracdo € um efeito
proporcionado devido a resposta inflamatoria causada pela presenca de placas

amiloides e emaranhados neurofibrilares (MOREIRA et al., 2006).
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Estudos clinicos preliminares e mais antigos ja sugeriam que
antiinflamatorios poderiam diminuir a taxa de declinio cognitivo na DA
aumentando, portanto, o interesse pelo potencial envolvimento de mecanismos
inflamatorios na progressdo da doenca (AISEN e DAVIS, 1994; McGEER e
McGEER, 1997). Ainda, estudos sugerem que o0 uso prolongado de
antiinflamatorios néo-esteroides (AINES) cause um atraso no aparecimento e
retarde a progresséo da DA (SCARPINI et al., 2003). Entretanto, deve-se
observar em qual estagio da doenca que a terapia foi iniciada e, ainda, qual o
farmaco escolhido para o tratamento, a fim de garantir a eficacia da terapia com

esses agentes.

Diversas citocinas pro-inflamatorias ja foram evidenciadas em tecidos
post mortem de pacientes portadores de doenca de Parkinson. Existe a hipGtese
de que essas citocinas sejam potentes ativadores da enzima sintetase indutora de
oxido nitrico (iNOS) em células cerebrais (DING et al., 1997). Esse 6xido
nitrico, que por sua vez é um radical livre, em excesso, é capaz de induzir danos

oxidativos a essas células, causando efeitos deletérios irreversiveis.

Muitos estudos epidemiol6gicos indicam que o0 uso cronico de
antiinflamatorios ndo-esteroides (AINES) reduz muito o risco de DA,
evidenciando a importancia da reacdo inflamatdria na DA. Ainda, subsequentes
estudos indicam que o0 uso de AINEs também reduz o risco de DP (CHEN et al.,
2003). Sendo assim, a identificacdo dos principais mediadores da reagao
inflamatoria e a descoberta de inibidores eficazes apresentam-se como relevantes

temas para investigacao no estudo de doencas neurodegenerativas.

Embora a inflamacdo ndo se apresente tipicamente como um fator
desencadeante das doencas neurodegenerativas, dados recentes utilizando
modelos animais evidenciam que as respostas inflamatorias envolvendo
microglia e astrdcitos (células alteradas na maioria dessas doencas) contribuem

para a progressdao das doencas (GLASS et al., 2010). Porém, cabe aos
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pesquisadores avaliar se a inibicdo dessas respostas serd um meio seguro e eficaz

de reverter ou retardar o curso dessas patologias.

3.2. Samambaias
3.2.1. Aspectos botanicos

As samambaias pertencem ao grupo das pteriddfitas, apresentando-se
como plantas vasculares que ndo produzem sementes, sendo sua reprodugéo
realizada através de esporos. Essas plantas sdo muito antigas em termos
evolutivos, possuindo raizes verdadeiras, caule do tipo rizoma e frondes (PRYER
et al., 2004; SMITH et al., 2006). Samambaias possuem, em sua maioria, folhas
verdes brilhantes, muitas apresentando tamanhos grandes, tornando-as téo
visualmente atraentes que muitas séo utilizadas e comercializadas como plantas

ornamentais.

O filo Pteridophyta é amplamente distribuido pelo mundo, englobando
uma riqueza estimada em mais de 13.000 espécies, sendo encontradas
principalmente em climas tropicais e sub-tropicais (MORAN, 2008). Recentes
estudos filogenéticos revelaram uma nova divisdo para as plantas vasculares, na
qual as samambaias fazem parte das eufiléfilas, classe monilofitas (plantas sem
semente), apresentando cerca de 9000 espéecies mundialmente distribuidas. No
Brasil estdo catalogadas 1176 pteridofitas, das quais as samambaias representam
a maioria das espécies (PRADO e SYLVESTRE, 2010).

Algumas espécies de samambaias sdo abundantes, enquanto outras séo
raras, sendo de extrema importancia a melhor compreensdo das correlagcdes
ecologicas que afetam a abundancia das espécies para sua conservagao
(HUBBELL, 2001). O ciclo de vida sexual das samambaias é caracterizado pela
alternéncia de duas geracdes, sendo uma delas esporofitica diploide dominante e
a outra, gametofitica hapléide (MEHLTRETER et al., 2010).
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O ambiente umido é o preferencial para desenvolvimento dessas plantas.
Entre os motivos citados para a preferéncia por ambientes umidos estdo a
incapacidade de algumas folhas em se adaptar as variagcbes ambientais, sistema
de transporte de agua menos eficiente e menor taxa fotossintética de algumas
espécies, comparada a plantas com sementes (PAGE, 2002; BRODRIBB et al.,
2007). Entretanto, o nimero de samambaias xeréfitas sugere que sua origem
evolutiva ndo as exclui de habitats aridos. As causas para as diferentes estratégias
de adaptacdo a seca sdo certamente genéticas e refletem sua origem evolutiva.
Varios fatores fundamentais, ou apenas um, permitem adaptac6es de uma especie
a diferentes condi¢des (MEHLTRETER et al., 2010).

As adaptacdes das samambaias permitiram que elas se desenvolvessem
em uma vasta gama de habitats, ao longo de muitos anos, incluindo aqueles com
extremos de temperatura, umidade e luz (SHARPE e JERNSTEDT, 1990;
MILIUS, 2007), apresentando, assim, diversas espéecies de plantas terrestres, bem
como uma variedade de outras formas de crescimento, como Ssamambaias
epifitas, hemiepifitas e rupestres (SALINO, 2000).

Nas florestas tropicais encontra-se a maior diversidade de samambaias,
apresentando cerca de 65% das espécies, porém, mesmo em terras aridas ou em
superficies recém expostas a queimaduras, desmatamentos ou deslizamentos de
terra, as samambaias podem estar presentes e as vezes apresentam-se dominantes
no local. As notdveis adaptacbes a diversas perturbacdes, inclusive sua
capacidade de acumular toxinas em seu ambiente, sugerem um papel importante
destas plantas na conservacdo e restauracdo do ambiente em que vivem
(MEHLTRETER et al., 2010). Um exemplo disto estd demonstrado nos estudos
desenvolvidos por TU e MA (2005), nos quais foi possivel observar que a
especie Pteris vittata € capaz de hiperacumular arsénio, removendo quantidades

significativas do composto em terrenos inacessiveis.

O género Pteridium possui alta capacidade de colonizacdo de ambientes,

formando popula¢des muito densas de suas plantas e, por essa razdo, essas Sao
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consideradas invasoras. Pteridium geralmente contém varios compostos
quimicos considerados cancerigenos, sendo muito perigosos para a saude de
animais e seres humanos que ingerem plantas que os contem. Em situacfes em
que sdo indesejados, ou seja, considerados “ervas invasoras”, vegetais do género
Pteridium sdo dificilmente erradicados, portanto, a pesquisa ecoldgica acerca
desse grupo continua a ser um assunto importante na area (ROBINSON, 2007).
Estudos com Pteridium e outras samambaias abundantes tém ajudado a

compreender as complexas relagdes entre essas plantas e seus ambientes.

As samambaias sdo compostas por diversas familias vegetais, para as
quais existem diversos estudos quanto a ocorréncia no Brasil, especialmente no
estado do Rio Grande do Sul. As andlises realizadas por FRAGA (2007) no RS
demonstraram a ocorréncia de diversas espécies de samambaias no estado,
observando-se para a regido estudada (S&o Francisco de Paula), presenca de 31
espécies dessas plantas, pertencentes a 17 géneros e a 8 familias. As familias com
maior riqueza especifica encontradas foram Polypodiaceae (11 espécies) e
Aspleniaceae (8) e 0 género que apresentou maior namero de espécies foi

Asplenium (8).

Outro estudo realizado no municipio de Osorio, situado na regido
nordeste do RS, demonstrou presenca de 53 espeécies de pteridofitas compondo a
vegetacdo local, sendo essas pertencentes a 31 géneros e 16 familias. Dessas
familias, 14 sdo de samambaias, dentre elas, a familia mais representativa nesse
estudo, que foi Polypodiaceae com 13 espécies, assim como, Dryopteridaceae,
Thelypteridaceae, Blechnaceae, Pteridaceae, Aspleniaceae, Schizaeaece,
Cyatheaceae, Davaliaceae, Dennstaedtiaceae, Gleicheniaceae,
Hymenophyllaceae, Osmundaceae e Vittariaceae. Somente as familias
Selaginellaceae e Lycopodiaceae, apresentadas no estudo, ndo pertencem a classe
das samambaias (SANTOS e WINDISCH, 2008).

Em estudo realizado no municipio de Teutbnia, RS, foi apresentada uma

listagem de 71 especies, pertencentes a 36 géneros, ocorrentes no Morro da
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Harmonia, nesta localidade. Espécies terrestres compreenderam 69,01% do total,
enguanto que as epifiticas representaram 14,08%. Polypodiaceae (com 16
espécies), Pteridaceae (com 15) e Dryopteridaceae (com 9) foram as familias que
apresentam maior diversidade (STEFFENS e WINDISCH, 2007).

3.2.2. Aspectos quimicos

Quanto a composi¢do quimica, estudos realizados demonstram que 0s
flavondides canferol e quercetina, bem como seus derivados, sdo 0s compostos
com maior namero de relatos nas diferentes espécies de samambaias, distribuidas
mundialmente. Outros estudos ainda relatam a presenca de compostos de outras
classes de metabdlitos secundarios, demonstrando a diversidade quimica
encontrada entre diferentes espécies de samambaias, inclusive pertencentes ao

mesmo género (Tabela 1).

Palmatosideos A, B e C, multiflorinas A e B e afzelina, todos derivados
do canferol, foram isolados de extratos de raizes da samambaia Neocheiropteris
palmatopedata (YANG et al., 2010). Em estudo realizado por UMILKASOM e
HARBORNE (1991), foram identificados flavonoides em espécies da familia
Aspleniaceae, dos quais canferol foi encontrado em 80% das espécies, quercetina
em 53% e proantocianidina em 13% das espécies estudadas. Canferol 3-O-metil-
éter foi encontrado somente em Asplenium marinum. Acacetina e genkwanina
foram encontradas pela primeira vez em A. normale. Hispidulina e
pectolinangenina foram detectados em A. glaucophyllum. Além desses,

escutelareina foi detectada em A. belangeri.

Plantas da familia Aspleniaceae sdo bastante estudadas quanto as suas
composi¢des quimicas. Dezesseis flavonoides glicosilados, derivados de
quercetina e canferol foram identificados e isolados de Asplenium trichomanes-
ramosum (IWASHINA et al., 1995). Hibridos originados de espécies de
Asplenium demonstraram presenca de flavonoides em extratos de suas frondes,
incluindo: derivados glicosilados de apigenina e luteolina (MATSUMOTO et al.,

2003). Para Asplenium adiantum-nigrum, Asplenium montanum e Cystopterys
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fragilis foi relatada a presenca de C- e O-glicosil-xantonas na composigéo
quimica dessas espécies, sendo a mangiferina e a iso-mangiferina 0s compostos
majoritarios dessa classe (SMITH e HARBORNE, 1971; IMPERATO, 1980;
RICHARDSON e LORENZ-LIBURNAU, 1982; IMPERATO, 1991a;
IMPERATO, 1991D).

Para o extrato total metandlico de Cheilanthes glauca foi verificada
presenca de dois derivados glicosilados dos flavondis quercetina e canferol
(PASTENE et al.,, 2001). Cheilanthes farinosa foi a primeira espécie desse
género na qual se identificou a presenca de cheilantanas (cheilantatriol),
caracterizadas como um grupo de sesquiterpendides triciclicos, que possuem
inimeras atividades biologicas relatadas (KHAN et al., 1971). Atualmente,
existem mais de 50 cheilantanas conhecidas, encontradas em outras fontes
vegetais e organismos marinhos (UNGUR e KULCITXKI, 2009).

Relatos da presenca de xantonas e flavonoides foram encontrados para
diversas espécies da familia Hymenophyllaceae. Hymenophylum barbatum
possui apigenina e quercetina em sua composicdo; canferol foi identificado para
outras especies dessa familia, tais como: H. polyanthose, Trichomanes
thysanossoma, T. javanicum e T. recurvum. Além desses compostos, outras
espécies também demonstraram presenca de flavonas glicosiladas como,
vitexina, isovitexina, orientina e isoorientina. As Xxantonas, mangiferina,
isomangiferina e seus derivados também puderam ser observados (MARKAM e
WALLACE, 1980).

Espécies representantes da familia Cyatheaceae acumulam flavonois O-
glicosideos, predominantemente derivados do canferol e da quercetina, além de
C-glicosilflavonas e flavanonas (WALLACE, 1989). Estudos com Cyathea
podophylla e Cyathea spinulosa detectaram a presenca de constituintes
triterpendides nestas espécies (ARAI et al., 2003). Canferol e seus derivados,
assim como derivados do acido caféico, do acido cumarico e do sitosterol foram

identificados em diferentes fragdes do caule de C. phalerata (HORT, 2006). Para



25

esta espécie, PIZZOLATTI e colaboradores (2007) relatam a presenca de
cyatenosina A, um derivado spiropiranosil do acido protocatecuico em extratos
do caule dessa planta. Derivados dos acidos caféico e cumarico também foram

verificados, corroborando os resultados do outro autor.

BRESCIANI e colaboradores (2003) estudaram a composicdo
fitoquimica de uma fracdo ndo-polar de Adiantum cuneatum, coletada no Brasil,
a qual apresentou filiceno e filicenal como constituintes majoritarios. Essa
constituicdo estd em conformidade com aquelas encontradas para a mesma

especie, oriundas de outros paises.

Em pesquisa realizada com raizes de Didymochlaena truncatula, os
autores encontraram derivados de lignana, como didymochlaenonas A e B,
estilbeno e derivados de estigmasterol. Esses compostos foram testados quanto as
suas atividades citotoxicas frente a linhagens celulares cancerosas de ovario. Os
resultados demonstraram que apenas o estilbeno foi ativo, apresentando valor de
ICs0 de 10 pug/mL (CAO et al., 2006).

Pteridium aquilinum é uma samambaia conhecida por apresentar
ptaquilosideo, um glicosideo sesquiterpendide, considerado o principal composto
cancerigeno e mutagénico dessa planta (CARVALHO et al., 2006). O apice do
broto € a regido que concentra a maior quantidade dessa substancia, sendo que o
tipo de solo, o clima e a geografia séo fatores determinantes na quantidade de
ptaquilosideo que a planta apresenta (ALONSO-AMELOT, 1999; SMITH et al.,
1999).

Duas lactonas inéditas, angiopterlactonas A e B, alem de trés lactonas
conhecidas, osmundalactona, osmundalina e 3,5-dihidroxi-y-caprolactona, foram
isoladas a partir do rizoma de Angiopteris caudatiformis. Esta planta é muito
utilizada na medicina popular chinesa no tratamento de doencas infecciosas,
como a disenteria e a tuberculose (YU et al., 2009). Flavonas, diidrochalconas,

chalconas, flavonoides, incluindo seus diferentes isbmeros e sesquiterpenos
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foram isolados do extrato diclorometano das frondes de Woodsia scopulina
(ECONOMIDES e ADAM, 1998).

Em recente revisdo elaborada por SANTOS e colaboradores (2010)
acerca das espécies de pteriddfitas estudadas no Brasil, os autores encontraram
78 estudos quimicos de 60 espécies e 2 variedades de plantas desse grupo, sendo
a sua grande maioria pertencente ao subgrupo das samambaias. Muitos desses
estudos ja foram citados, mas outras plantas também foram avaliadas, como
Equisetum arvense, a qual demonstrou presenca de taninos, saponinas,
flavonoides e esteroides na composicdo do extrato hidroalcodlico (DO MONTE
et al., 2004). Para E. giganteum, a presenca de alcaloides, saponinas e
flavonoides ja foi descrita por DANIELSKI e colaboradores (2007).

Existe apenas uma espécie de samambaia brasileira, Anemia tomentosa
var. anthriscifolia, que apresenta relatos da presenca e caracterizacdo da
composi¢cdo quimica do seu Oleo essencial (SANTOS et al., 2006). Os autores
relataram a presenca de isoafricanol, um sesquiterpeno muito incomum, nesse
6leo volatil. PINTO e colaboradores (2009) detectaram a presenca de
sesquiterpenos, como o silfiperfolano, isocumeno, cariofileno, dentre outros, no
Oleo dessa planta. Em estudos adicionais com Anemia tomentosa var.

anthriscifolia, os autores detectaram 31 substancias presentes no 6leo.
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Tabela 1. Estruturas de alguns metabdlitos secundéarios encontrados em diferentes espécies de

samambaias.

Composto / Estrutura quimica

Espécie(s)

>~ COOH
OH

acido caféico

Cyathea phalerata (HORT, 2006;
PIZZOLATTI et al., 2007)

>
HO

acido p-cumarico

C. phalerata (HORT, 2006; PIZZOLATTI
et al., 2007)

OH O
apigenina

Hymenophylum barbatum (MARKAM e
WALLACE, 1980)

Derivados glicosilados para espécies de
Asplenium (MATSUMOTO et al., 2003)

HO O
(]
OH

OH O
canferol

Hymenophylum polyanthose, Trichomanes
thysanossoma, T. javanicum e T. recurvum
(MARKAM e WALLACE, 1980)
Espécies da familia Aspleniaceae
(UMILKASOM e HARBORNE, 1991)
Derivados glicosilados para Cheilanthes
glauca (PASTENE et al., 2001) e
Asplenium trichomanes-ramosum
(IWASHINA et al., 1995)

Cyathea phalerata (HORT, 2006)

cheilantatriol

Cheilanthes farinosa (KHAN et al., 1971)

HO 0
HO OH OH
O O
OH

cyatenosina A

Cyathea phalerata (PIZZOLATTI et al.,
2007)
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Tabela 1 (cont.). Estruturas de alguns metabolitos secundarios encontrados em diferentes

espécies de samambaias.

Composto / Estrutura quimica

Espécie(s)

~3

didymochlaenona A

Didymochlaena truncatula (CAO et al.,
2006)

~

Didymochlaena truncatula (CAO et al.,
2006)

Adiantum cuneatum (BRESCIANI et al.,
2003)

Adiantum cuneatum (BRESCIANI et al.,
2003)

isoafricanol

Anemia tomentosa var. anthriscifolia
(SANTOS et al., 2006)
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Tabela 1 (cont.). Estruturas de alguns metabolitos secundarios encontrados em diferentes

espécies de samambaias.

Composto / Estrutura quimica

Espécie(s)

HO

O OH
OH
OH

HO l @) [ OH
OH
HO @)

iso-mangiferina

Asplenium adiantum-nigrum, Asplenium
montanum e Cystopterys fragilis (SMITH e
HARBORNE, 1971; IMPERATO, 1980;
RICHARDSON e LORENZ-LIBURNAU,
1982; IMPERATO, 1991a; IMPERATO,
1991b;)

Espécies da familia Hymenophyllaceae
(MARKAM e WALLACE, 1980)

OH

Derivados glicosilados para espécies de
Asplenium (MATSUMOTO et al., 2003)

OH O
luteolina
OH HO 0 Asplenium adiantum-nigrum, Asplenium
o montanum e Cystopterys fragilis (SMITH e
HO HARBORNE, 1971; IMPERATO, 1980;
HO RICHARDSON e LORENZ-LIBURNAU,
HO OH O 1982: IMPERATO, 1991a; IMPERATO,
1991b;)
Espécies da familia Hymenophyllaceae
mangiferina (MARKAM e WALLACE, 1980)

HO

palmatosideo A

Neocheiropteris palmatopedata (YANG et
al., 2010)
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Tabela 1 (cont.). Estruturas de alguns metabolitos secundarios encontrados em diferentes
espécies de samambaias.
Composto / Estrutura quimica Espécie(s)

0
OH O . .
Q OH Neocheiropteris palmatopedata (YANG et
al., 2010)

OHO_  OH

palmatosideo B

Neocheiropteris palmatopedata (YANG et
al., 2010)

OHOH O© o

T

palmatosideo C

Espécies da familia Aspleniaceae
(UMILKASOM e HARBORNE, 1991)

proantocianidina A
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Tabela 1 (cont.). Estruturas de alguns metabolitos secundarios encontrados em diferentes
espécies de samambaias.

Composto / Estrutura quimica Espécie(s)

Pteridium aquilinum (CARVALHO et al.,
2006)

Hymenophylum barbatum (MARKAM e
WALLACE, 1980)

Espécies da familia Aspleniaceae
(UMILKASOM e HARBORNE, 1991)
Derivados glicosilados para Cheilanthes
glauca (PASTENE et al., 2001) e
Asplenium trichomanes-ramosum
(IWASHINA et al., 1995)

guercetina
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3.2.3. Aspectos farmacologicos

As atividades bioldgicas dessas plantas descritas na literatura sdo, em sua
maioria, realizadas para extratos vegetais, obtidos com diferentes solventes de
extracdo. Essas propriedades incluem: atividade antibacteriana de Adiantum
lunulatum (NIRANJAN REDDY et al., 2001) e de Dryopteris crassirhizoma
(KWON et al., 2007), atividade antioxidante, vasodilatadora e hepatoprotetora de
extratos de Cyathea phalerata (HORT, 2006; HORT et al., 2008), capacidade
citotoxica e apoptdtica de extrato aquoso de Cheilanthes farinosa frente a células
hepaticas cancerosas (RADHIKA et al., 2010), sendo relatadas, para a mesma
espécie, atividades antinociceptiva e antiinflamatéria (YONATHAN et al.,
2006). Relatos de atividade anticancer para algumas espécies de géneros distintos
de samambaias (GRAHAM et al., 2000; CHANG et al., 2010) também foram

encontrados, dentre outros trabalhos pesquisados.

A atividade antimicrobiana dos extratos de quatro espécies do género
Adiantum, utilizadas popularmente em doencas de pele, bronquite, doencas
inflamatorias e resfriados, foi avaliada frente a 5 bactérias gram-positivas, 6
gram-negativas e 8 cepas fungicas. As atividades mais pronunciadas foram
observadas para o0s extratos de Adiantum venustum, seguida de Adiantum
capillus—veneris, Adiantum peruvianum e Adiantum caudatum. O extrato de
Adiantum capillus—veneris apresentou baixo valor de concentracdo inibitoria
minima (CIM) (0,48 pug/mL) frente a Escherichia coli, enquanto que Adiantum
venustum inibiu o crescimento de Aspergillus terreus em uma CIM de 0,97
ug/mL. Os autores descrevem que essas atividades pronunciadas podem estar
relacionadas ao alto conteudo de fendlicos encontrado nesses extratos (SINGH et
al., 2008).

Alguns  estudos  farmacologicos vem sendo  desenvolvidos
especificamente para plantas da familia Blechnaceae. NONATO e colaboradores
(2009) demonstraram que extratos de folhas de Blechnum occidentale, quando

administrados por via intraperitoneal (ip) e oral, produziram efeito
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antiinflamatorio e antinociceptivo, justificando seu uso na medicina popular, na
qual esta planta é relatada no tratamento de doencas inflamatoria e pulmonar,
infeccBes urinérias e complicacdes hepaticas (BARROS e ANDRADE, 1997).
Para Blechnum orientale, usada tradicionalmente no tratamento de diferentes
doencgas de pele, bem como na dor de estdbmago e bexiga, foram demonstradas
potenciais atividades antioxidante, anticancer, na terapia do cancer de colon e
antibacteriana, principalmente frente a Staphylococcus aureus resistente e a
outras bactérias gram-positivas (LAI et al., 2010). Recente estudo desenvolvido
por HINCAPIE e colaboradores (2011) demonstrou atividade antioxidante, pelo
método de DPPH (radical 1,1-difenil-2-picrilhidrazil), para as fracdes metanol-
agua (1:1, v/v) e acetato de etila de B. chilense, apresentando porcentagens de

inibicdo da formac&o do radical de 64,55% e 84,47%, respectivamente.

Em estudo realizado com cinco espécies de diferentes familias,
incluindo, Acrostichum aureum (Pteridaceae), Asplenium nidus (Aspleniaceae),
Blechnum orientale (Blechnaceae), Cibotium barometz (Cyatheaceae),
Dicranopteris linearis (Gleicheniaceae), quanto a capacidade antioxidante e
antibacteriana de seus extratos, foi verificada maior capacidade sequestradora de
radicais livres, pelo método de DPPH, para B. orientale, seguida de D. linearis e
C. barometz. Além disso, B. orientale foi a espécie mais ativa frente aos
microrganismos testados, sendo C. barometz e D. linearis ativas, em menor
proporcao (LAl et al., 2009).

DING e colaboradores (2008) realizaram estudo para avaliar a atividade
antioxidante, pelo método do DPPH, de 31 extratos de samambaias. A maioria
dos extratos demonstrou potente atividade antioxidante, especialmente o0s
extratos de Polystichum semifertile (ICso= 5,4 pg/mL), Nothoperanema
hendersonii (ICs0=5,9 ug/mL) e Braomea insignis (ICso= 6,1 ug/mL). Os autores
ainda inferiram que, para a maioria dos extratos que apresentou alto conteudo de

fenolicos totais foi observada potente capacidade antioxidante.
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Essa associagdo entre contetdo fenolico e atividade antioxidante também
foi relatada em estudo com extratos aquosos de frondes de Pteris ensiformis. Para
esta espécie, o derivado do acido cafeoilquinico foi 0 composto com maior
atividade antioxidante nos métodos de DPPH (ICso = 10 uM) e capacidade
antioxidante equivalente ao Trolox (2 mM). Derivados do acido caféico,
hispidina e canferol também demonstraram potente atividade antioxidante pelos
métodos utilizados (CHEN et al., 2007).

CETOJEVIC-SIMIN e colaboradores (2010) investigaram a atividade
antioxidante e antiproliferativa de diferentes extratos de cavalinha (Equisetum
arvense). O extrato hidroalcodlico de hastes de Equisetum arvense foi capaz de
reverter o déficit cognitivo em ratos idosos. As propriedades antioxidantes desse
extrato ja haviam sido relatadas em estudos in vitro realizados anteriormente
(DOS SANTOS JUNIOR et al., 2005). Efeitos analgésicos e anti-inflamatorios
também foram observados para essa planta (DO MONTE et al., 2004). Na
revisdo sobre atividade antioxidante de pteridofitas, desenvolvida por
TALUKDAR e colaboradores (2011), os autores encontraram relatos desse
potencial para 31 espécies de samambaias, sendo que destas, 6 sdo pertencentes

ao género Equisetum.

Os compostos isolados da samambaia Neocheiropteris palmatopedata
apresentados na secdo anterior, foram avaliados quanto as suas capacidades
anticancer, baseadas na inibicdo do fator de necrose tumoral alfa (TNF-a),
producdo de NO, inibicdo da enzima aromatase, dentre outros. Os compostos
mais ativos foram: palmatosideos B e C, que inibiram o TNF-a, apresentando
valores de ICso de 15,7 e 24,1 uM, respectivamente e multiflorina A, que inibiu a
enzima aromatase, com valor de ICso de 15,5 uM (YANG et al., 2010). Dentro
do tema atividade anticancer, o flavonoide isolado de Thelypteris torresiana,
protoapigenona, demonstrou potente atividade frente a células ovarianas
cancerosas, demonstrando-se interessante agente na quimioterapia (CHANG et
al., 2008).
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Desde longa data é conhecido o efeito do consumo de Pteridium
aquilinum, por bovinos, a qual induz carcinomas de bexiga e intestinal (EVANS,
1979; BRYAN e PAMUKCU, 1982). A substancia responsavel por essa
atividade € o ptaquilosideo, o qual é eliminado na urina, tornando-se capaz de
induzir tumores de bexiga em bovinos (CARVALHO et al., 2006). Foi verificada
excrecdo deste composto também no leite, com risco potencial para a saude
humana (ALONSO-AMELOT, 1997).

No estudo abordado anteriormente a respeito da constituicdo quimica de
Adiantum cuneatum (popularmente conhecida como avenca), 0s autores
realizaram, também, avaliacdo das capacidades analgésica e antiinflamatoria da
fracdo ndo-polar e, ainda, dos compostos isolados filiceno e filicenal. Os
resultados das andlises demonstraram que a fracdo hexanica, bem como as
substancias isoladas, exibiram potentes atividades analgésica e antiinflamatoria
nos modelos em ratos avaliados: teste de contorcdo e dor induzida por formalina.
O filiceno apresentou inibicdo com valor de I1Cso de 19,5 mmol/kg de peso
corporal no teste de contorcdo, administrado via ip. Este composto, na
concentracdo de 10 mg/kg (24 mmol/kg), exibiu atividade antiinflamatoria
observada no modelo da formalina. Os autores concluem que esses resultados
confirmam e justificam o uso popular dessa planta no tratamento de processos
dolorosos (BRESCIANI et al., 2003).

Estudo mais recente do mesmo grupo de pesquisa, acerca do triterpeno
filiceno, obtido de Adiantum cuneatum, demonstraram que este composto
produziu efeito antinociceptivo, dose-dependente, no namero de contracdes
abdominais induzidas por acido acético, nas concentragdes de 10, 30 e 60 mg/kg,
quando administrado via ip, sendo mais potente do que as substancias de
referéncia, acetaminofeno, diclofenaco e acido acetilsalicilico, nas mesmas doses
testadas. Filiceno também produziu inibicdo dose-dependente da dor causada
pela capsaicina e pelo glutamato, com valores de ICso iguais a 11,7 mg/kg e 10

mg/kg, respectivamente. Os autores demonstraram, ainda, que esta atividade
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antinociceptiva envolve interacBes diretas com o0s sistemas dopaminérgico,
colinérgico e GABAérgico (DE SOUZA et al., 2009).



4. MANUSCRITO I

A ser submetido ao periédico Phytochemical Analysis
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ABSTRACT

Introduction: Brazilian flora comprises about 41,000 described species, among them,
1,176 species are from pteridophytes division. Ferns are a group of pteridophytes with
few related studies.

Objectives: This study aimed the chemical analysis of extracts from seven fern species
collected in Southern and Southeastern of Brazil.

Materials and Methods: The air-dried and powdered aerial parts of ferns were
extracted with ethanol, filtered and evaporated to dryness. Then, the samples were
dissolved in methanol to a final concentration extracts of 30 mg/mL. The analyses were
performed using RP-LC, with a DAD detector. A thin layer chromatography (TLC) of
the extracts was also employed.

Results: The majority of the analyzed plants showed high complex extracts. Asplenium
gastonis presented hesperidin and two kaempferol derivatives in its extract, while A.
serra showed the xanthone mangiferine. For the Blechnaceae family, two species
(Blechnum occidentale and B. brasiliense) showed caffeic acid in their extracts. For B.
occidentale, chlorogenic acid was also identified, and for B. brasiliense was identified
quercetin 3D-galactoside, besides caffeic acid. The extract of B. binervatum presented
rutin and quercetin 3D-galactoside. The analysis of Cyathea phalerata allowed the
identification of three kaempferol-glycoside derivates. Southeast Lastreopsis
amplissima extract showed more complex composition compared with southern species.
Conclusion: This study presents a screening of the chemical profile of some ferns and
contributes to the knowledge of the chemical composition of these plants, which are still

little studied.

Keywords: Ferns, Liquid Chromatography, Mangiferin, Flavonoids, HPLC.
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SHORT ABSTRACT

The chemical analysis, by RP-LC, of seven ferns from Southern and Southeastern
Brazil was performed. Hesperidin was found for Asplenium gastonis and mangiferine
was shown for A. serra. For Blechnum occidentale, caffeic and chlorogenic acids were
observed. For B. brasiliense just caffeic acid was found in the chromatogram. The
extract of B. binervatum presented rutin and quercetin 3D-galactoside, among others.
Cyathea phalerata presented three kaempferol-glycoside derivates. Southeast
Lastreopsis amplissima showed more complex composition compared with the

Southern species.
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INTRODUCTION

Plants are an important source of biological active natural products, which
present a wide variety of structure, physico-chemical and biological properties. Brazil
presents several important biomes and ecosystems, which lodge about 10% to 20% of
the world’s known living species. Brazilian flora comprises about 41,000 described
species, including Fungi, Algae, Bryophytes, Pteridophytes, Gymnosperms and
Angiosperms (Forzza et al., 2010). Among the plant kingdom division, Pteridophyta
represent a group of vascular plants, presenting more than 13,000 species which many
are tree ferns found in the tropical and subtropical regions of the world (Moran 2008).
Brazil has with about 1,200 species of this group (Forzza et al., 2010).

Few studies have demonstrated the presence of some secondary metabolites in
ferns. The most related are flavonoid glycosides, mainly kaempferol, quercetin, luteolin
and apigenin derivatives. Other compounds such as xanthones, spiropyranosyl
derivatives and triterpenoids have also been reported. For Brazilian species, the number
of studied ferns is still low. The extract of these plants appears as complex mixtures of
substances, requiring the use of sensible techniques that allow the separation of
compounds for further identification. Among the separation techniques used, is the
reverse phase liquid chromatography (RP-LC) that represents nowadays the most
widespread separation technique applied commonly in pharmacology, toxicology,
clinical analysis as well as various research fields (Pragst et al., 2004; Stroh et al., 2008;
Vogeser and Seger, 2008).

In this context, the chemical analysis of Brazilian plants still poorly studied,
such as ferns, which have wide variety of species, is very important since new
compounds and/or active extracts can be discovered. Thus, this study aimed the

chemical analysis, by RP-LC, of crude ethanolic extracts of seven fern species collected
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in southern and southeastern Brazil, trying to identify some compounds. A thin layer

chromatography (TLC) of the extracts was also performed.

EXPERIMENTAL
Plant material

Six plant specimens of ferns were collected in the regions of Morro Reuter
(29°32°177°S, 51°04°51”W) and of Campo Bom (29°40°39”S, 51°01°97”W), Rio
Grande do Sul state (RS), Brazil, in September 2010 and received botanic identification
by Msc. Angélica Kienling-Rubio. A voucher specimen has been deposited at the
Herbarium of Instituto de Ciéncias Naturais from Universidade Federal do Rio Grande
do Sul, Brazil (ICN/UFRGS).

Two specimens from ferns were collected in the Reserva Biol6gica Alto da Serra
de Paranapiacaba (23°46°187-23°47°05’S, 46°20°24”-46°18°15”W), Santo André, Sao
Paulo state (SP), Brazil, in August 2010. The botanical identification of specimens was
done by Dr. Jefferson Prado. A voucher specimen has been deposited at the Herbarium
of Universidade de S&o Paulo (SPF/USP).

The species collected in different locations of Southern and Southeastern of

Brazil are described in Table 1.

Extraction method

The air-dried and powdered aerial parts of ferns were extracted with ethanol in a
turboextraction system, using IKA T50 homogenizer Ultra Turrax apparatus. The
obtained extracts were filtered and evaporated under reduced pressure, on a rotary
evaporator at 40-45 °C. Then, the samples were ressuspended in methanol (LC grade)

to obtain a final concentration extracts of 30 mg/mL. These extracts were filtered
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through a 0.45 um pore size membrane (Millipore, Bedford, USA) before injection into

the LC system.

Chemicals and Reagents

Caffeic acid and 3-D-galactoside-quercetin were obtained from Fluka Chemie
(Buchs, Switzerland). Hesperidin and rutin were purchased from Merck (Darmstadt,
Germany). Kaempferol, flavone and quercetin were purchased from Sigma Chemicals
(St. Louis, MO, USA). Apigenin was obtained from Extrasynthese (Genay Cedex
France) and chlorogenic acid from MP Biomedicals (lllkirch, France). Mangiferin was
obtained as a secondary standard metabolite from Mangifera indica L. Methanol (HPLC
grade) was purchased from Tedia (Fairfield, USA). Trifluoroacetic acid (analytical
grade) was obtained from Vetec (Rio de Janeiro, Brazil). All other chemicals were

analytical grade.

Thin layer chromatography (TLC)

For the thin layer chromatographic analysis of plants from the genus Asplenium,
the same extraction method described above was used, changing only the dissolution of
the extracts, which was performed in methanol (analytical grade), obtaining samples
final concentrations of 10 mg/mL. Each extract was applied (20 pL) on a thin-layer
silica plate (Merck, Darmstadt, Germany). After solvent evaporation, the plate was
developed in ethyl acetate:formic acid:acetic acid:water (100:11:11:26) according to
Wagner and Bladt (1996) described method. The plate was then sprayed with natural

reagent A and exposure to UV light and visible to detect the compounds.

Liquid chromatographic conditions
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The analyses were performed using a Waters 2695 Separation Module,
consisting of a pump, a column heater, an auto sampler, a degasser and a DAD
(UVIVIS Waters 996) photodiode array detector; equipment control, data acquisition
and integration were managed with Waters Empower software (Waters, Milford, MA,
USA). A C18 reversed-phase column (Phenomenex, 150 x 4.6mm x 5um) with a C18
Security Guard cartridge (C18) operating at a temperature of 25 £ 2 °C was used.

Elution of samples was performed using a linear gradient system, and the mobile
phases consisted of a mixture of water:trifluoroacetic acid (100:0.025; v/v) (A) and
methanol (100; v) (B). The gradient profile was: 0—10 min from 5 to 17% of B, 10-15
min from 17 to 30% of B, 15-40 min from 30 to 50% of B, 40-45 min from 50 to 100%
B. 45-70 min 100% of B. At the end of each analysis, 7 min of 95% A was used to
restore the initial conditions. The flow-rate was 0.6 mL/min and the injection volume
was of 10 pL. The detection was at 254 nm. All sample analysis were compared with
pure commercial standards and with a secondary standard substance (mangiferin)

injected at the same conditions.

RESULTS AND DISCUSSION

The majority of the plant extracts showed to be highly complex, with many
peaks in both, polar, medium and non-polar regions of the chromatograms. The LC of
Asplenium gastonis (Fig. 1) presented mainly eight compounds, being most from high
to medium polarity, having greater affinity for 30 to 50% of B mobile phase. In
comparison with the chromatograms and UV spectra of the standards tested in our
study, it was possible to analyze that the sample present some compound with quercetin
related structure (peak at 20.3 min), two kaempferol derivatives (27.50 min; 28.21 min)

and with hesperidin (47.56 min) as chemical compounds of the extract.
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Another species of Aspleniaceae family tested was Asplenium serra. This
chromatogram species (Fig. 2A) presented mangiferin as main compound. The retention
time of mangiferin was 21.95 min (UVmax: 258.1, 315.3 and 361.8 nm). The
identification of the compound was confirmed comparing the chromatogram and UV
spectra of the peak with those of the isolated substance (Fig. 2B). The TLC performed
for the samples confirmed the presence of mangiferin in the extract of A. serra.
According to this analysis, the Rfof bands from mangiferin and A. serra extract was the
same: 0.64 (Fig. 3).

Some authors have previously reported the presence of xanthones as mangiferin
and its analogue (isomangiferin) in Asplenium species such as Asplenium montanum
(Smith and Harborne, 1971) and Asplenium adiantum-nigrum (Imperato, 1991).
Matsumoto et al. (2003) in their work found the presence of flavonoids in hybrids of
Asplenium normale. Apigenin and luteolin glycosides were the mainly detected
compounds of the natural hybrids analyzed.

For any Brazilian fern species were previously identified the presence of
xanthones in its composition. Mangiferin is well known as antioxidant and analgesic
compound (Dar et al., 2005), having antidiabetic activity, mainly in type 2 diabetes
(Muruganandan et al., 2005), also exhibiting cardioprotective and antigenotoxic
properties (Prabhu et al., 2006; Viswanadh et al., 2010) among others.

Three species of Blechnaceae family were also analyzed (Fig. 4). The
chromatograms of two of them (Blechnum occidentale and B. brasiliense) showed
caffeic acid in their composition. Another similarity was an unidentified peak at
approximately 28 min (UVmax 301 nm) for B. occidentale and B. binervatum. The
extract of B. occidentale demonstrated also the presence of chlorogenic acid. The

chromatogram of B. binervatum showed also the presence of rutin and 3D-galactoside-
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quercetin, and another compound with UV spectrum similar to that of rutin, being a
quercetin derivative. Blechum brasiliense presented a compound with UVmax at 253 and
353 nm (30.10 min) that was identified as quercetin 3D-galactoside, by comparisons of
the UV spectra and retention time of an authentic sample.

The chromatogram of Cyathea phalerata (Fig. 5) presented six compounds
majority, 5 of them with similar UV spectra. For this sample, we found two distinct
regions where compounds were eluted, being one of them relatively more polar and
another non-polar region. Three kaempferol-derivatives glycosides were characterized
in the extract of this fern species.

Triterpenes, phenolic acids and flavonoids, whose aglicone is frequently
kaempferol, were found in some records of phytochemical Brazilian studies of the
genus Cyathea. Pizzolatti et al. (2007) showed the presence of a glucopyranosyl caffeic
acid, a glucopyranosyl p-coumaric acid, besides cyathenosin A in their study with
Cyathea phalerata. The isolation of kaempferol, and its glucopyranoside as well as a
glucopyranosy! caffeic acid was described in the studies of C. phalerata by Brighente et
al. (2007). Further studies using the same plant, resulted in the isolation and
identification of 9 substances, being kaempferol-3-neohesperidoside the major
component of the extract (Hort et al., 2008).

The species Lastreopsis amplissima was the only collected in the two regions of
Brazil (south and southeast) to compare the chemical composition. Four of the 5
majority peaks of L. amplissima (RS) presented UV maximum (215.5 and 277.1 nm, or
just 277.1 nm) very similar to those found for coumarin and its derivatives. These
substances are of medium polarity, since they were eluted until 50% of B. For L.

amplissima (SP) the same UVmax Were found for four compounds and another four non-
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polar and non-identified substances, eluted with 100% B, were viewed in this
chromatogram (results not shown).

Many factors are involved in the composition differences observed for plants of
same species, collected in different locations. Different weather and soil conditions of
southern and southeastern Brazil regions, where samples were collected, are the main
reasons for the differences in the compounds found in the same sample plant
(Lastreopsis amplissima), obtained from these different regions. The age and plant
development, as well as, different plant organs, are also of considerable importance and
may influence not only the total amount of metabolites produced, but also the relative
proportions of the mixture. Other factors also may affect the final content of secondary
metabolites in medicinal plants, such as conditions of collection, stabilization and
storage that can have a great influence on the quality and consequently in the

therapeutic value of the final product (reviewed in Gobbo-Neto and Lopes, 2007).

CONCLUSIONS

The fern extract chromatograms showed high complexity of compounds, with
many peaks in both polar, medium polarity and non-polar regions of the
chromatograms. For Asplenium gastonis chromatogram could be observed polar and
medium polarity regions, being found hesperidin and kaempferol derivatives in its
extract. For Asplenium serra, mangiferin was identified as the main compound of the
extract. Caffeic acid was found in Blechnum occidentale and B. brasiliense extracts,
whereas rutin and quercetin 3D-galactoside were found in Blechnum binervatum
extract. Chlorogenic acid was also identified in B. occidentale chromatogram. Cyathea

phalerata showed both polar and non-polar regions on its chromatogram. Lastreopsis
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amplissima seems to present coumarin derivates in its extract and the sample of
southeast Brazil showed more complex composition.

The results of this work should be further more explored to better understand the
chemical composition of these Brazilian pteridophytes. The results described here are
the first report of phytochemical studies of ferns from southern and southeastern Brazil,
being very important for the future isolation of new compounds of interest in these

plants.
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Table 1. Species of ferns collected in different locations of Rio Grande do Sul state and in Sédo
Paulo state, Brazil.

Specimens Rio Grande do Sul state Sé&o Paulo state
Morro Reuter* | Campo Bom*  RBASP, Santo André*
Asplenium serra Langsd. & Fisch. X
Asplenium gastonis Fée X
Blechnum binervatum (Poir.) C.V. X

Morton & Lellinger

Blechnum brasiliense Desv. X
Blechnum occidentale L. X
Lastreopsis amplissima (C. Presl) X X
Tindale
Cyathea phalerata Mart. X

*Morro Reuter (29°32°17”S, 51°04°51”W), Campo Bom (29°40°39”S, 51°01°97”W), RBASP (Reserva
Bioldgica do Alto da Serra de Paranapiacaba), Santo André (23°46°187-23°47°05”S, 46°20°24”-46°18°15”W).
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Fig. 1. Chromatogram and UV spectra of major compounds of Asplenium gastonis. The selected peak is from
hesperidin. The mobile phases used in the linear gradient system consisted of a mixture of water:trifluoroacetic acid
(100:0.025; v/v) (A) and methanol (100; v) (B). The flow-rate was 0.6 mL/min and the injection volume was of 10
pL. The detection was at 254 nm.
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Fig. 2. A) Chromatogram and UV spectra of Asplenium serra extract. B) Chromatogram with UV spectra of
mangiferin. The analysis of this sample was aborted in 55 min, being the compound of interest eluted before that

time. The detection was at 254 nm. HPLC analysis conditions are described in section of Materials and methods.
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Fig. 3. Thin layer chromatographic analysis, using silica gel plate, of standard substance and some fern
extracts. The plate was developed in ethyl acetate:formic acid:acetic acid:water (100:11:11:26, v/vIivIv),
and then sprayed with natural reagent A. A) TLC under UV light (254 nm); B) TLC under UV light (365

nm); C) TLC observed under visible. 1. mangiferina; 2. A. gastonis; 3. A. serra.



dn
an

22000  m 22000 nm 220,00 nm 22000 nm 22000 nm 22000  m
38009 380 0q 380,00 330.00 380.00 380 0C
155 32490232155 2340 2368| 27.80 51.35] 334401
ZAul 3297 | 2534 \ | [\
~ A /
a /| 3010 \ 2534 3057
\ ) | 301 J| 25R% 308
N/ \/\ e 2676 | p24ls\
/ / \ VN \ / \ s JA=a
W ‘ / v
¥ N 329.7,
\ \_. o
0.070]
0.0607
0.0507 2
0.0407 1
> o o i
< © \
© 8 | \
0.0307 T X 5 | |
A | / \ A
0.0207 T | / R
I | M
0.010] I I | “ |
/ \V\A\/ N
0.000F——A~———e——
T T T T T T T T T T T T T
500 1000 1500 2000 2500 3000 3500 4000 4500 5000 5500  60.00  65.00 70.00
Minutes
B 22000 nm 22000 nm 22000 nm 22000 nm 22000 nm
380.00| 380 00| 330.0q 330 00| 380,00
324.919.87 3392 25 30.10) 329.750.88 33.78
\ I I \ \ \
\ Vool ! \ \ 2820
\ \ \ \ \ -
2155 | \ ||| 2534 \ | \‘ \A 3393
% 9 \ \ \ /\ 3535 / \ \
i \ AV \ / \ \
\ \ \ (VAR \ o/ \ \
\ \ \ \ \ \
\ \ \
k - \
018
016 l é
014 %
012 o
«©
2 o
0107 @ | =
2 N | @
2 g 2 oo
0.08 J 5 | IE ‘
b1 |
0.061 o l il
4 & |
o0e] 1 |
P
0,029 !
LY. NN, PP
P ————— . — e
500 000 1500 2000 | 2500 3000 3500 4000 4500 5000 5500 6000 €500 7000
Minutes.
2000 am 220 00 nm 22000 o 220 00 am 220 00 "
260,00, 380,00 360,00 260,00 380,00
2371 2808 3068 3366 367
2057 . 010 | 2634 | 2834 agas || 3534
= ~ \ / asas | | - AWA 3574
N N\
AN
0 08
0.067
3 w
<
0.04 ,‘3_
o
1
0.02+ Iy
, £ .
A /o MRV NSV ST | VA, S
0.00-—— s ’
f\\]"ﬂ "JIUL‘ \vaL‘U ZUIUU Zh‘UU .S‘JIUU JﬁIUU 4U‘U0 4-‘)‘UU bUIUU 56.00 GOIOD F:ﬁ‘UO 70.00
Minutes

Fig. 4. Chromatogram profiles and UV spectra of B. occidentale (A), B. brasiliense (B) and B. binervatum (C). In
A and B chromatograms, the peak 1 corresponds to caffeic acid. In Fig. A, chlorogenic acid was identified as peak
2. The peaks 1 and 2 of Fig. C are, respectively, from quercetin 3D-galactoside and rutin. The HPLC analyses

were performed as described above. Samples were injected separately and the detection was at 254 nm.
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Fig. 5. Chromatogram profiles and UV spectra of C. phalerata. Peaks 1, 2 and 3 were identified as kaempferol-

derivatives glycosides. The HPLC analyses were performed as described above. The detection was at 254 nm.
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Abstract

Objectives: Antioxidant and antichemotactic activities as well as the ability to inhibit
monoamino oxidase enzyme of some ferns collected in Rio Grande do Sul (RS) and S&o
Paulo (SP) Brazilian states were investigated.

Methods: Extracts from fourteen ferns were tested for their in vitro antioxidant activity,
by the total reactive antioxidant potential method. The measurement of leukocyte
migration characterized the antichemotactic determinations, while the monoamine
oxidase assay, using the subunits A and B of the enzyme, was carried out with a
fluorescence-based method.

Key findings: The most antioxidant active samples were Asplenium serra, Lastreopsis
amplissima and Cyathea dichromatolepis extracts at 100, 50 and 10 pg/mL. High
antichemotactic activity were found for A. serra (94.06 + 1.63%) and Didymochlaena
truncatula (93.41 + 0.93%), among other most active samples, at 10 pg/mL. Against
MAO-A, D. truncatula (82.61%), Alsophila setosa (82.21%), Blechnum brasiliense
(79.47%), Cyathea phalerata (74.07%) and C. delgadii (70.32%) were the most active
extracts (100 pg/mL). All samples were less active against MAO-B.

Conclusions: Some fern extracts demonstrated strong antioxidant and antichemotactic
activities. In addition, it was observed a strong inhibitory effect against MAO-A.
Further investigations must be carried out in order to discover which compound/s is/are

responsible for such activities.

Keywords: Ferns, Antioxidant, TRAP, Antichemotactic, IMAO.
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Introduction

Ferns and lycophytes comprise a group of plants presenting 13,600 species all
around the world,™™ with about 1,200 species of this group occurring in Brazil.[2l Of
these, about 600 species have been described for the south-southeastern region of
Brazil, which is one of the centers of endemism and speciation of pteridophytes in the
South—-American continent.®! This group of plants is formed by two Lineages,
Lycophyta and Monilophytes.*! The Monilophytes represent the species traditionally
termed “ferns”.

The biological activities of some of these plants are described in the literature.
Recent studies on the beneficial properties of ferns include: antibacterial activity of
Dryopteris crassirhizoma;®! anticancer, antioxidant and antibacterial activity for
Blechnum orientale;[ antimicrobial activity for some Adiantum species;[l cytotoxic
and apoptotic capacity against liver cancer cells,!®! as well as, antinociceptive and anti-
inflammatory activities for Cheilanthes farinosa.!

A significant number of fern species are commonly used in Brazilian folk
medicine. An example is Blechnum occidentale L; this species has been used to treat
urinary infections, inflammatory, pulmonary diseases and liver diseases.[*®) Another
fern species commonly used in folk medicine as an expectorant and for kidney diseases
is Cyathea phalerata Mart.™] This species is also used for several inflammatory
diseases and, in southeastern Brazil, is reported for the treatment of varicose veins and
hemorrhoids. The species Adiantum raddianum C. Presl, popularly known as “avenca”,
is especially used in Brazil to treat respiratory diseases and dolorous processes.[*?

Anti-inflammatory, antioxidant, antidepressant and anti-neurodegenerative
agents are valuable therapeutics, and medicinal plants are widely used in the folk

medicine of many countries to treat different pathological conditions. However, for



64

many of the plants in use, the efficacy and the relevant active principles are unknown.
Therefore, the aims of this research were to investigate the in vitro antioxidant and
antichemotactic activities of different species of ferns from Southern and Southeastern
Brazil, as well as to evaluate the inhibitory effects displayed by ferns extracts on MAO-
A and B obtained from rat brain mitochondria. This study was carried out in order to
characterize the biological properties of these plants and the association of their use in

folk medicine with scientific findings.

Materials and Methods

Materials

Luminol (5-amino-2,3-dihydro-1,4-phthalazinedione), quercetin, glycogen from
oyster (type II), bovine albumin, heparin and LPS (Lipopolysaccharide from
Escherichia coli), were all purchased from Sigma Chemicals (St. Louis, MO, USA).
AAPH and trolox (6-hydroxy-2,5,7,8-tetramethylchroman-2-carboxilic acid) were
purchased from Aldrich Chemical (Milwaukee, W1, USA). Glycine was purchased from

Nuclear (Diadema, Brazil). All other chemicals were of reagent grade.

Plant material

Ten ferns were collected in the regions of Morro Reuter (29°32°17”S,
51°04°51”W) and of Campo Bom (29°40°39’S, 51°01°97”W), Rio Grande do Sul state
(RS), Brazil, in September 2010 and received botanic identification by Maria Angélica
Kienling-Rubio M.Sc.. Voucher specimens were deposited at the Herbarium of the
Instituto de Ciéncias Bioldgicas, Universidade Federal do Rio Grande do Sul, Brazil

(ICN/UFRGS). Another six fern specimens were collected in the Reserva Bioldgica
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Alto da Serra de Paranapiacaba (23°46°187-23°47°05S, 46°20°247-46°18’15”W),
Santo André, Sdo Paulo state (SP), Brazil, in August 2010. The botanical identification
of the specimens was performed by Dr. Jefferson Prado. A voucher specimen was
deposited at the Herbarium of the Universidade de Sdo Paulo (SPF/USP). The species
collected in different locations of Southern and Southeastern Brazil are described in

Table 1.

Preparation of the ethanolic extracts

The air-dried and powdered aerial parts of ferns were exhaustively extracted
with ethanol in a turboextraction system, using an IKA T50 homogenizer Ultra Turrax
apparatus. The extracts obtained were filtered and evaporated under reduced pressure,

on a rotary evaporator at 4045 °C.

Evaluation of antioxidant activity using the total reactive antioxidant potential
(TRAP) method

The total reactive antioxidant potential (TRAP) is widely used to estimate the
antioxidant capacity of samples in vitro. This method is based on the quenching of
luminol-enhanced chemiluminescence (CL) derived from the thermolysis of 2,20-azo-
bis(2-amidinopropane) dihydrochloride (AAPH) as the free radical source.l*®! A 96 cell-
plate was used in the assay. The CL emission was monitored for 3000 s, in a
luminescence counter (MicroBeta TriLux 1450 LSC, PerkinElmer).

The dried ethanolic fern extracts were ressuspended in DMSO
(dimethylsulfoxide), and then diluted with glycine buffer to their final concentrations.
The extracts were evaluated at concentrations of 0.1, 1.0, 10.0, 50.0 and 100.0 pg/mL.

The highest concentration of DMSO in samples was 1%. Quercetin and mangiferin
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(secondary standard obtained from Mangifera indica L.) were also tested in the
concentrations of: 1.0, 10.0 and 100 uM. All samples were tested in triplicates and the

results were expressed as the area under curve (AUC) versus concentration (ug/mL).

Antichemotactic assay

The antichemotaxic assay was performed using a 48-well plate, as described by
Boyden (1962),4 with minor modifications introduced by Suyenaga et al. (2011).1*
The dried ethanolic extracts ressuspended in DMSO (final concentration of up to 1%)
were assayed at concentrations of 0.01, 0.10, 1.0 and 10.0 pg/mL. Mangiferin was
tested at concentrations of 0.1, 1.0, 10.0, 50.0 and 100.0 uM. All the samples were
dissolved in Hanks’ balanced salt solution (HBSS, pH 7.4) to obtain final
concentrations for the test.

Chemotactic migration of leukocytes was measured using the micrometer on a
fine-focus knob of a Nikon Alphaphot-2 YS2 microscope. The distance from the top of
the filter to the farthest focus plane of the containing two cells, in ten microscopic

fields, allowed leukocyte migration to be determined. Samples were tested in duplicate.

Measurement of the cytotoxicity of extracts against leucocytes

The cytotoxic effects of ferns on PMN were determined by the release of the
cytosolic lactate dehydrogenase, LDH (EC1.1.1.27), according to Selloum et al.
(2003).1%81 PMNSs (1.5%107 cells/mL) were incubated with the concentration of 10 png/mL
of fern extract, for 30 min at 37 °C. The LDH activity in the supernatant was measured
at 492 nm using a commercial kit (Doles). All concentrations given are final ones. The

values for the samples were obtained using a standard curve.
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Monoamine oxidase inhibition assay

The MAO inhibition assays were carried out with a fluorescence-based method
(end-point reading), according to Van Diermen et al. (2009).[*”] The substrate used for
the assay was kynuramine, which is non-fluorescent until it undergoes oxidative
deamination by MAO, resulting in the fluorescent metabolite 4-hydroxyquinoline.*8!
Product formation was quantified by comparing the fluorescence emission of the
samples to that of known amounts of the authentic metabolite, 4-hydroxyquinoline.

Reactions were performed in black, flat bottom 96-well plates, using a final
volume of 200 ul. The mitochondrial fraction of MAO enzyme, obtained from brain
homogenized of male Wistar rats (180-220 g), was prepared to obtain a final protein
concentration of 1.0 mg/mL, in the assay mixture.*® The samples were tested at the
concentration of 100 ug/mL. The dried ethanolic extracts were ressuspended in DMSO
(at a final concentration of 1%) and then diluted in potassium phosphate buffer (0.1 M,
pH 7.4, made isotonic with KCI). Quercetin and mangiferin were also tested at
concentrations of 10.0 and 100.0 uM.

Pargiline and MAO enzyme fraction were added to the sample buffer to measure
the activity against MAO-A. For MAO-B inhibition activity, clorgiline and MAO
enzyme fraction were added. Fluorescence emission at 380 nm was measured with a 96-
well microplate fluorescent reader (EnVision 2104, PerkinElmer). Measurements by
extracts, quercetin and mangiferin were performed in triplicate. The results of this assay

were expressed as % of inhibition + standard deviation mean (SDM).

Statistical analysis
For the antioxidant assay (TRAP), results were expressed as mean * standard

deviation mean (SDM) of the mean. In the antichemotactic assay, the data of leucocyte
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migration distances obtained from these experiments were analyzed as mean values *
S.D. of the mean (in micrometers) and were expressed as a percentage of the maximal
chemotaxis towards reference chemoattractant (LPS). For the monoamine oxidase
inhibition assay, values were expressed as the percentage inhibition of the enzymatic
activity with relative standard deviation (RSD).

A one-way analysis of variance (ANOVA) followed by Tukey’s test was used
for the comparison of means. A difference was considered statistically significant when
p < 0.05. Data analyses were performed using Prism 5.0 (GraphPad Software, Inc., CA,

USA).

Results

Antioxidant activity (AOA)

The antioxidant activity of extracts from ferns was measured using the total
reactive antioxidant potential (TRAP) assay. A strong antioxidant effect was verified for
all samples at concentrations of 100.0, 50.0 (data not shown) and of 10.0 pg/mL. The
AOA of the samples at these concentrations were higher than the standard Trolox (200
nM). No significant differences between the values for these three concentrations, tested
for the same sample, were found (p < 0.05). Figure 1 shows the radical scavenging
activity of fern extracts at 10 ug/mL. According to this figure, the Alsophila setosa
extract showed the lowest antioxidant potential among the samples, followed by the
Didymochlaena truncatula extract. For the first sample, its values were significantly
different from the others, except in comparison to D. truncatula (p < 0.05). The highest
antioxidant capacities were obtained for the extracts of Asplenium serra, Lastreopsis

amplissima (RS) and Cyathea dichromatolepis, although their values do not differ
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significantly from some other samples (p < 0.05). Quercetin and mangiferin, even at the
lowest concentration of 1 uM, presented AOA.

Trolox was used as a positive control at concentrations of 200 and 500 nM. The
sample at 500 nM showed longer lasting and superior activity when compared to the
other concentration (Figure 2A), indicating sensitivity of the system to variations in the
concentration and its potential antioxidant capacity even in very low concentrations.

Figure 2B demonstrates the comparison between the same species (Lastreopsis
amplissima) collected at two different regions in Brazil. It could be observed that both
presented potent AOA at concentrations of 100, 50 and 10 ug/mL. At the concentration
of 1 ug/mL, the sample from the RS state showed a high antioxidant activity, compared
to that exhibited by the highest concentrations tested, which did not occur for the
sample collected in the SP state. These samples, at this concentration, presented
statistically different values (p < 0.05), where the Southern region sample was more

active than that from the Southeast region.

Antichemotactic activity

The values of migration distances (um) and percentages of inhibition for
samples at 10 ug/mL and mangiferin at 100 uM are presented in Table 2. Figure 3
presents the inhibition percentage as well as the statistical significant between values of
samples. All samples showed more than 54% of leukocyte migration inhibition towards
the chemotactic factor (LPS). Alsophila sternbergii had the lowest activity (60.46 +
5.68%), followed by Cyathea dichromatolepis (65.85 + 3.90%) and Vittaria lineata
(66.65 + 4.72%). The most active samples were Asplenium serra (94.06 £ 1.63%),
Didymochlaena truncatula (93.41 £ 0.93%) and Blechnum occidentale (92.08 + 1.41),

where their activity was compared to another 5 fern extracts tested (p < 0.05).
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The Cyathea atrovirens, collected in SP, presented lower activities, at three of
the concentrations assayed (0.01, 0.1 and 1.0 pug/mL) than those obtained for the RS
specimen. However, at 10 ug/mL, there was no significant difference between the
inhibition percentage of both samples (p < 0.05) (Figure 4A). The same observations,
but at different inhibition levels (Figure 4B), were found for Lastreopsis amplissima
from the RS and SP states. Under the assay conditions used, cell toxicity was not
observed for any of the samples assayed, as determined by LDH release. All samples

were compared to the control, indicating total membrane cell viability (data not shown).

Monoamine oxidase inhibition

The results for inhibitory activity displayed by fern extracts on MAO are
presented in Table 3. The samples that inhibited MAO-A stronger were Didymochlaena
truncatula (82.61%), Alsophila setosa (82.20%), Blechnum brasiliense (79.47%),
Cyathea phalerata (74.07%) and C. delgadii (70.32%), without differences among the
values (p < 0.05). The pure substance, quercetin (100 uM), showed a comparable
activity against MAO-A (94.46%) to the positive control (98.98%) (p < 0.05), and also
a high inhibitory activity on MAO-B (63.76%), which demonstrates low selectivity for
the different monoamine oxidase subunits.

With regards to MAO-B inhibition, the most active sample was Lastreopsis
amplissima (45.13%), followed by Blechnum occidentale (39.90%) and Cyathea
atrovirens (39.18%). On Figure 5 it is clearly observed that all of the fern samples were
less active against MAO-B, since none resulted in more than 50% of inhibition. The
samples that were most active against MAO-A, presented the lowest inhibitions of

MAO-B, indicating a high degree of selectivity for the isoform A of the enzyme.
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Discussion

Antioxidant activity

There are several in vitro and in vivo methods for evaluating the antioxidant
activity of complex substance mixtures or even single compounds. Each method
provides different results, expressed in different ways and units. The comparison of
results of AO, measured by different methods, is often impossible. In the current study,
we used the total reactive antioxidant potential (TRAP) method, characterized as a
simple and fast method providing reliable results that are expressed as the area under the
curve (AUC). This method is particularly useful for extract samples that often contain
multiple ingredients and have complex reaction Kinetics, being employed for any
antioxidant compound (or complex mixture) independent of the Kinetic emission
profile.l?l" A strong antioxidant effect was verified, using this method, for all samples at
the concentration of 10.0 ug/mL (Figure 1).

Talukdar et al. (2011)? reviewed pteridophytes antioxidants, demonstrating a
total of 36 species with antioxidant activity and 8 species in which the isolation of
antioxidant compounds was performed. From the species reported in their studies, only
one was also tested in this study, namely Cyathea phalerata. In our study, this fern
presented a strong antioxidant activity, compared with that exhibited for the most active
ferns Asplenium serra, Lastreopsis amplissima (RS) and Cyathea dichromatolepis
(p <0.05).

In another study by Hort et al. (2008),?!1 the antioxidant and hepatoprotector
potential of the crude hydroalcoholic extract and of fractions obtained from C.
phalerata was investigated. The authors noted that the ethyl acetate fraction of the crude

extract displayed the best antioxidant activity, especially as a scavenger of the OH"
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radical and for inhibiting lipid peroxidation by in vitro tests. For the in vivo tests, the
same extract decreased thiobarbituric acid reactive substances levels, DNA damage and
carbonyl protein contents, and also increased catalase and glutathione S-transferase
activities. They still concluded that the flavonoids contained in this fraction could be
responsible for these activities.

Brighente et al. (2007)1?21 determined the antioxidant activity of extracts and
fractions of six vegetal species from the Brazilian Atlantic Forest, among them Cyathea
phalerata. The hydroalcoholic extract from leaves of this plant presented 1Cso of 9.0
ug/mL in the DPPH assay, demonstrating high free radical sequestering activity. The
authors also found that there was no parallelism between AOA and phenolic compounds
content for this species tested.

Ding et al. (2008)!%1 analyzed 31 species of ferns, focusing on their phenolic
composition and antioxidant activity. Results showed that most of the extracts had
strong antioxidant activities as well as high total phenolic contents. None of the species
tested by the authors was analyzed in our present study.

It is well established that free radical stress is involved in the etiology of several
degenerative and non-degenerative disorders such as Alzheimer,?4 cancer,!®
cardiovascular disease,?® diabetes,*”! inflammation,?®! neurological disease,!*”
vascular disease,% among others. Thus, antioxidant agents act in the prevention and
cure of many human diseases. The discovery of new sources of AO is of extreme
interest to scientists, since it provides increased the available treatment options for the

patients.
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Antichemotactic assay

Chemotaxis plays an important role in leukocyte recruitment and therefore
constitutes a target for anti-inflammatory drug discovery, whose objective is to develop
methods to control inflammation by modulating or blocking leukocyte chemotaxis to
the site of inflammation.®™ Given that the suppression of neutrophil functions can
control inflammatory responses and is one of the mechanisms of action of certain
nonsteroidal anti-inflammatory drugs,®? 16 samples from different ferns were
investigated, in the present study, for their effects on leukocyte chemotaxis, using the
Boyden chamber in vitro assay.

The Asplenium serra plant demonstrated strong antioxidant and antichemotactic
activities. It has been previously demonstrated that the antioxidant properties of some
substances found in plants may be partially responsible for some of their attributed
therapeutic properties, such as anti-inflammatory activities.[**l Schinella et al. (2002)34
verified that the anti-inflammatory activity of plant extracts can be due to the synergistic
effect of pro-inflammatory enzyme inhibitors, free radical scavenging activities or
corticoid-like effects. Therefore, the knowledge of the chemical composition of this
species will help, in future studies, to understand the mechanisms of action of this plant
extract.

Nonato et al. (2009)B%1 evaluated the in vivo antinociceptive and anti-
inflammatory action of the methanolic crude extract of blades of Blechnum occidentale.
The extract produced anti-inflammatory effect on carrageenan-induced paw edema and
was able to inhibit carrageenan-induced neutrophil migration to the peritoneal cavity. In
our study, B. occidentale presented one of the highest values of leucocyte migration
inhibition (92.08 + 1.41%), indicating that the in vitro results of here presented

corroborate with those previously found with in vivo models.
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MAO inhibition

Monoamine oxidase (MAO) is an enzyme that oxidizes a variety of monoamine
neurotransmitters and neuromodulators, as well as exogenous bioactive monoamines in
the central nervous system or peripheral tissues. MAO-A preferentially degrade
biogenic amines such as epinephrine, norepinephrine, and serotonin®® and is very
sensitive to the MAO-A inhibitor clorgiline. In contrast, MAO-B is the main enzyme
implicated in the metabolism of dopamine, and is more sensitive to the MAO-B
inhibitor, pargiline.[®]

MAO-A inhibitors have proven to be effective in the pharmacological treatment
of depression.™ Several studies have shown that MAO-B is implicated in aging-related
neurodegenerative diseases, such as Parkinson’s disease*33°1 and in the formation of
plaque-associated astrocytes present in the brains of patients suffering from Alzheimer’s
disease.[*¥l This division is questionable, since selective and reversible MAO-A
inhibitors, such as moclobemide, may also be used for the treatment of Parkinson,
demonstrating improvement in the psychomotor and long-term memory.[*4

In this context, some extracts of ferns evaluated in our study that showed
potential selective activity against MAO-A, such as Didymochlaena truncatula
(82.61%), Alsophila setosa (82.20%), Blechnum brasiliense (79.47%), Cyathea
phalerata (74.07%) and C. delgadii (70.32%) can be considered as antidepressant
candidates, or even, sources of active molecules against this disease. These fern extracts
may also be considered in the treatment of Parkinson and Alzheimer disease.
Complementary studies must be done to confirm these hypotheses, as this is the first
study to report such activity for fern extracts, demonstrating high relevance in

pharmacological sciences.
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Conclusions

Our results showed that some Brazilian ferns present antioxidant and
antichemotactic activities, corroborating with previous research findings and
contributing to the rational use of these plants in folk medicine. Asplenium serra,
Lastreopsis amplissima (RS) and Cyathea dichromatolepis are examples of ferns with
strong antioxidant capacity, whilst A. serra and Didymochlaena truncatula inhibit PMN
migration towards LPS. Since it is well established that free radical stress is involved in
the etiology of several human disorders, and that inflammatory injuries affects people
all over the world, ferns may be considered as important tools in the search for new
substances that will contribute to the improvement of various human diseases.

The results for MAO inhibition activity, in this study, showed that five ferns
(Didymochlaena truncatula, Alsophila setosa, Blechnum brasiliense, Cyathea phalerata
and C. delgadii) demonstrated more than 70% of inhibition against MAO-A, acting
selectively on this subunit of the enzyme, and may be important candidates for the
development of new antidepressant substances and/or new compounds acting on
Parkinson and Alzheimer diseases. In this context, our findings contribute to the

pharmacological knowledge about these few-studied fern species.
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Table 1. Species of ferns collected from different locations of Rio Grande do Sul state and Sdo Paulo

state, Brazil.
Specimens Rio Grande do Sul state Sé&o Paulo state
Morro Reuter* | Campo Bom* RBASP, Santo André*
Alsophila setosa Kaulf. X
Alsophila sternbergii (Sternb.) D.S.
Conant X
Asplenium serra Langsd. & Fisch. X
Asplenium gastonis Fée X
Blechnum binervatum (Poir.) C.V.
Morton & Lellinger X
Blechnum brasiliense Desv. X
Blechnum occidentale L. X
Vittaria lineata (L.) Sm. X
Lastreopsis amplissima (C. Presl) < X
Tindale
Didymochlaena truncatula (Sw.) J. Sm. X
Cyathea delgadii Sternb. X
Cyathea dichromatolepis (Fée) Domin X
Cyathea atrovirens (Langsd. & Fisch.) y N
Domin
Cyathea phalerata Mart. X

*Morro Reuter (29°32°17”S, 51°04°51”W), Campo Bom (29°40°39”S, 51°01°97”W), RBASP (Reserva Biologica
do Alto da Serra de Paranapiacaba), Santo André (23°46°18”-23°47°05”S, 46°20°24”-46°18°15”W).
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Table 2. Effect of sample extracts of ferns (10 ng/mL) and of mangiferin (100 uM) on the in

vitro chemotaxis of polymorphonuclear neutrophils (PMN) towards LPS (lipopolysaccharide).

Migration distance (um) Inhibition (%) £ SDM
Control 111.27 +5.88/101.00 + 5.04* 0.00
Samples (10 ug/mL)

A. setosa 10.25+1.98 89.85+1.98
A. sternbergii 44.00 +£5.86 60.46 + 5.68
A. serra 6.00 +1.63 94.06 £ 1.63
A. gastonis 88.62 £ 3.00 88.62 + 3.00
B. binervatum 11.78 £ 3.38 88.34 + 3.38
B. brasiliense 10.80 £ 2.15 89.31+2.15
B. occidentale 8.00+1.41 92.08 +1.41
V. lineata 37.11+£4.70 66.65 + 4.72
L. amplissima RS 14.80 + 2.68 86.70 £ 2.41
L. amplissima SP 12.40 + 1.67 88.86 + 1.50
D. truncatula 7.33+1.03 93.41+0.93
C. delgadii 19.75+2.92 82.25 + 3.40
C. dichromatolepis 38.00£5.10 65.85 + 3.90
C. atrovirens RS 17.14 + 2.54 83.03 +2.54
C. atrovirens SP 80.83 £1.97 80.83+1.97
C. phalerata 25.14 £ 3.44 77.40 £ 3.46
mangiferin 100 uM 13,50+ 2.33 86.64 +2.16

*two values of control migration distance indicate the two experiments carried out for all samples.



83

Table 3. Values of monoamine oxidase inhibition (expressed as %) by ethanolic extracts from
ferns (100 ug/mL) and of mangiferin and quercetin (100 uM, 10 uM). Standard deviation mean
(SDM) of the values of activities against total monoamine oxidase, monoamine oxidase subunit A

and subunit B are presented after each mean. Data were analyzed in triplicate.

MAO total (%) SDM MAO-A (%) SDM MAO-B (%) SDM

Positive Control 98.98 98.98 98.98
Samples (100 pg/mL)

A. setosa 17.80 4.66 82.20 4.54 17.80 3.88
A. sternbergii 37.89 1.25 62.11 2.00 37.89 3.71
A. serra 35.90 3.61 64.10 0.69 35.90 1.08
A. gastonis 35.05 2.99 64.95 2.42 35.05 1.91
B. binervatum 35.51 2.67 64.49 1.83 35.51 2.56
B. brasiliense 20.53 4.60 79.47 5.19 20.53 4.14
B. occidentale 39.90 4.03 60.10 2.09 39.90 4.74
V. lineata 37.26 2.77 62.74 3.66 37.26 0.92
L. amplissima RS 45.13 5.79 54.87 1.23 45.13 3.76
D. truncatula 17.39 2.32 82.61 6.56 17.39 3.99
C. delgadii 29.68 2.92 70.32 5.33 29.68 4.36
C. atrovirens RS 39.18 5.24 60.82 2.52 39.18 251
C. phalerata 25.93 521 74.07 12.63 25.93 0.88
Mangiferin (100 uM) 50.26 1.72 57.65 0.39 48.65 2.97
Mangiferin (10 uM) -5.34 2.62 9.38 0.40 33.59 0.36
Quercetin (100 uM) 86.00 3.30 94.46 2.50 63.76 0.17

Quercetin (10 uM) 22.61 3.12 32.33 0.36 27.25 1.68
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Fig. 1. Total reactive antioxidant potential (TRAP) from fern extract samples at 10 pg/mL. Trolox at 200 nM was
used as standard antioxidant. Bars represent mean * S.D. Statistically significant differences are represented by
different letters in the graph (p < 0.05). (a) Statistically different from all the tested samples; (b) statistically
different from A. setosa, D. truncatula; (c) statistically different from Trolox, A. setosa, A. serra, L. amplissima
(RS), C. dichromatolepis; (d) statistically different from Trolox, A. sternbergii, A. serra, A. gastonis, B.
binervatum, B. brasiliense, B. occidentale, V. lineata, L. amplissima (RS), L. amplissima (SP), C. delgadii, C.

dichromatolepis, C. atrovirens, C. phalerata, quercetin and mangiferin.
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Fig. 2. Antioxidant activity by TRAP assay. A) Comparison of the kinetic activity from positive control (Trolox)
at concentrations of 200 and 500 nM. B) Comparison of samples from Lastreopsis amplissima, from RS and SP
states, at five different concentrations. (a) Statistically different from L. amplissima (RS and SP) 100, 50, 10 and 1
pg/mL, L. amplissima (SP) 0.1 ug/mL; (b) statistically different from Trolox, L. amplissima (SP) 1 ug/mL, L.
amplissima (RS and SP) 0.1 png/mL; (c) statistically different from Trolox, L. amplissima (RS and SP) 100, 50 and
10 pg/mL, L. amplissima (RS) 1 pg/mL, L. amplissima (RS and SP) 0.1 ug/mL; (d) statistically different from
Trolox, L. amplissima (RS and SP) 100, 50, 10, 1 pug/mL, L. amplissima (RS) 0.1 ug/mL; p < 0.05.



86

100-
acd acf ac
.

Inhibition %

RN RN RORHRRR R

MNMMIIIMNDIDMDIDILIDIDIDOIN

samples

Fig. 3. Antichemotactic activity of fern extracts at 10 ug/mL and of mangiferin (100 uM), expressed as inhibition
percentage. Different letters indicate significant variation between inhibition % values (p < 0.05). Experiments were
done in duplicate. (a) Statistically different from A. sternbergii, V. lineata, L. amplissima (RS), C. delgadii, C.
dichromatolepis, C. atrovirens (RS and SP), C. phalerata and mangiferin; (b) statistically different from A. setosa,
A. sternbergii, A. serra, A. gastonis, B. binervatum, B. brasiliense, B. occidentale, L. amplissima (RS and SP), D.
truncatula, C. delgadii, C. atrovirens (RS and SP), C. phalerata and mangiferin; (c) statistically different from A.
sternbergii, A. serra, V. lineata, D. truncatula; C. delgadii, C. atrovirens (RS and SP), C. phalerata; (d) statistically
different from A. setosa, A. sternbergii, A. serra, B. binervatum, B. brasiliense, B. occidentale, V. lineata, L.
amplissima (SP), D. truncatula, C. dichromatolepis, C. atrovirens (SP), C. phalerata; (e) statistically different from
A. setosa, A. serra, A. gastonis, B. binervatum, B. brasiliense, B. occidentale, V. lineata, L. amplissima (RS and
SP), D. truncatula, C. delgadii, C. dichromatolepis, C. atrovirens (RS and SP), C. phalerata and mangiferin; (f)
statistically different from A. setosa, A. sternbergii, A. serra, A. gastonis, B. brasiliense, B. occidentale, V. lineata,
L. amplissima (RS), D. truncatula, C. delgadii, C. dichromatolepis, C. atrovirens (SP), C. phalerata and mangiferin;
(g) statistically different from A. setosa, A. sternbergii, A. serra, A. gastonis, B. binervatum, B. brasiliense, B.

occidentale, V. lineata, L. amplissima (RS and SP), D. truncatula, C. dichromatolepis and mangiferin.
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Fig. 4. A) Antichemotactic activity, expressed as inhibition percentage, of Cyathea atrovirens from Rio Grande do Sul
and S&o Paulo, at the concentrations of 0.01, 0.10, 1.0 and 10.0 pug/mL. B) Inhibition percentage of leucocytes
migration for Lastreopsis amplissima (RS and SP), at concentrations of 0.01, 0.10, 1.0 and 10.0 pg/mL.
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Fig. 5. Results for the ethanolic extracts from different ferns, at 100 ug/mL, for mangiferin and quercetin (100 uM,
10 uM). A) Extracts activity against MAO-A subunit. (a) Positive control statistically different from all samples,
except from quercetin; (b) statistically different from control, A. sternbergii, A. serra, A. gastonis, B. binervatum, B.
occidentale, V. lineata, L. amplissima (RS), C. atrovirens (RS), mangiferin and quercetin (100 and 10 uM); (c)
statistically different from control, A. setosa, A. gastonis, A. sternbergii, B. binervatum, B. brasiliense, L.

amplissima (RS), D. truncatula, C. delgadii, C. phalerata, mangiferin (10 uM) and quercetin (100 and 10 uM); (d)
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statistically different from control, A. setosa, B. brasiliense, L. amplissima (RS), D. truncatula, C. delgadii, C.
atrovirens (RS), C. phalerata, mangiferin and quercetin (100 and 10 uM); (e) statistically different from control, A.
setosa, A. serra, A. gastonis, A. sternbergii, B. binervatum, B. brasiliense, V. lineata, D. truncatula, C. delgadii, C.
atrovirens (RS), C. phalerata, mangiferin and quercetin (100 and 10 uM); (f) statistically different from control and
all other samples; (g) statistically different from control, A. setosa, A. serra, A. gastonis, A. sternbergii, B.
brasiliense, B. occidentale, V. lineata, L. amplissima (RS), D. truncatula, C. delgadii, C. phalerata, mangiferin (10
uM) and quercetin (100 and 10 uM); (h) statistically different from control, A. setosa, A. serra, A. gastonis, A.
sternbergii, B. binervatum, B. brasiliense, B. occidentale, V. lineata, L. amplissima (RS), D. truncatula, C. delgadii,
C. phalerata, mangiferin (100 and 10 uM) and quercetin (100 uM); B) % of inhibition against MAO-B subunit.
Percentage values of inhibition for positive control were statistically different from all tested samples. B. occidentale
presented % values of inhibition statistically not different compared to L. amplissima (RS) and C. atrovirens (RS).
All other samples presented statistically different values of % inhibition; p < 0.05.






6. DISCUSSAO GERAL
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O presente trabalho objetivou as avaliagdes quimica e biologica de
extratos obtidos de partes aéreas de 14 espécies de samambaias coletadas nos
estados do Rio Grande do Sul e de S&o Paulo. Foram empregados diferentes
métodos extrativos, dentre eles: maceracdo dinamica e estatica, maceracdo sob
aquecimento, extracdo em aparelho tipo Soxhlet, turboextracdo e extracdo sob
refluxo, para avaliacdo do rendimento de extraidos, possiveis degradacdes por
calor e tempo necessario para extracdo. Os extratos etandlicos obtidos por cada
uma das metodologias empregadas, sendo A. setosa a planta avaliada, devido a
grande quantidade de vegetal disponivel, foram analisados por cromatografia em
camada delgada, utilizando método geral para flavonoides, para avaliacdo de
possiveis degradactes (WAGNER e BLADT, 1996).

Observou-se que as extracOes que empregaram calor demonstraram perfis
cromatograficos diferentes daqueles obtidos por métodos a frio, descartando as
metodologias que fizeram uso de calor na extracdo, para evitar possivel
degradacdo nas amostras. Dentre os métodos a frio, a turboextracdo foi a que
demonstrou maior rendimento em um menor tempo de extracdo, sendo escolhida,

portanto, como método extrativo para as plantas deste trabalho.

A investigacdo quimica foi realizada através de analise por cromatografia
liquida de alta eficiéncia, acoplada a detector de arranjo de diodos, utilizando
coluna de fase reversa, fazendo-se comparacdo dos perfis das amostras, com
aqueles obtidos para alguns padrbes utilizados. As analises bioldgicas
compreenderam a avaliacdo das atividades antioxidante, antiquimiotatica e
capacidade de inibicdo da enzima monoamina oxidase dos extratos,
caracterizando screenings preliminares dos extratos, buscando aqueles que
possam apresentar potenciais substancias multifuncionais, em adaptacdo aos
estudos propostos por NOVAROLI e colaboradores (2005).

Para algumas das amostras estudadas, ndo foi possivel a identificacéo
quimica dos compostos presentes nos extratos, com base na comparagdo com 0s

padrdes utilizados para as analises cromatograficas. Assim, para Alsophila
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setosa, A. sternbergii, Didymochlaena truncatula, Vittaria lineata, Cyathea
atroviens, C. delgadii e C. dichromatolepis ndo foram identificados metabdlitos

secundarios, de acordo com os métodos utilizados.

Através do método desenvolvido por cromatografia liquida, pode-se
observar que o0 extrato de Asplenium gastonis demonstrou presenca de
hesperidina e dois derivados do canferol, enquanto que o extrato de A. serra
apresentou composicdo majoritaria de mangiferina. Para as espécies da familia
Blechnaceae, compostos similares foram encontrados para as trés diferentes
especies analisadas. Assim, Blechnum occidentale e B. brasiliense apresentaram
acido caféico como componente em comum e esta Ultima demonstrou presenca
de quercetina 3D-galactosideo em seu extrato, bem como o observado para B.
binervatum. Além disso, a analise do cromatograma de B. occidentale
evidenciou, também, a presenca de acido clorogénico. Para B. binervatum, rutina

também foi identificada na composicao do extrato.

A espécie Cyathea phalerata demonstrou presenca de derivados do
canferol, com base nas comparacdes dos tempos de retencdo e espectros de
ultravioleta, com base na literatura. E, por fim, a andlise do cromatograma de
Lastreopsis amplissima permitiu a identificacdo de cumarina e seus derivados,
sendo que a amostra de Sdo Paulo demonstrou maior nimero de compostos em
seu cromatograma, comparada a coletada no Rio Grande do Sul. Os resultados
apresentados devem ser melhor avaliados para elucidagdo mais detalhada da
composicdo quimica desses extratos, mas cabe ressaltar que demonstram o

primeiro estudo de avaliacdo quimica de samambaias do sul e sudeste do Brasil.

Quanto as atividades bioldgicas, é possivel inferir que as amostras ativas
podem tornar-se importantes candidatas no tratamento de doencas
neurodegenerativas, tanto na forma em que se encontram, ou seja, extratos,
quanto para a futura obtencédo de substancias isoladas ativas. Sabe-se que nessas
doencas existe um conjunto de fatores desencadeadores, que envolvem desde o

balango redox, até fatores ligados a processos inflamatdrios. Algumas enzimas
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também demonstram sua atividade alterada nessas patologias, como é o caso das
enzimas monoamina oxidase, acetilcolinesterase, butirilcolinesterase, dentre

outras.

Numerosas evidéncias sugerem que o0s radicais livres e 0 estresse
oxidativo possam estar envolvidos na patogénese dos danos neurologicos
associados a diversas doencas neurodegenerativas, como as doencas de
Alzheimer e Parkinson. Os niveis aumentados de alguns radicais livres ja foram
observados em um numero consideravel dos casos de diagnostico confirmado
dessas doengas, bem como observacbes na reducdo da atividade das enzimas
antioxidantes enddgenas que participam desse balanco (PERRY et al., 2003;
BARNHAM et al., 2004; SCHULZ e FALKENBURGER, 2004).

Assim, todas as amostras testadas, na concentragdo de 10 ug/mL,
poderiam ser consideradas como entidades quimicas com potencial atividade
antioxidante. Em especial, os extratos de Asplenium serra, Lastreopsis
amplissima (RS) e Cyathea dichromatolepis foram os mais ativos na avaliacdo de
seus potenciais antioxidantes reativos totais (TRAP), sem variacdo significativa
comparadas a outras amostras (p < 0,05). A cinética do potencial antioxidante
dos extratos das trés espécies de samambaias citadas acima estd demonstrada na
Figura 1 (em anexo). Ressalta-se ainda, que as substancias isoladas quercetina e
mangiferina, mesmo na concentracdo mais baixa testada, de 1 uM, apresentaram

interessantes atividades.

A alta capacidade antioxidante observada para os extratos se deve, em
grande parte, a presenca de flavonoides e seus derivados, como quercetina,
canferol e hesperidina, em um namero consideravel das amostras analisadas, ja
que sabe-se que uma das mais proeminentes propriedades desses compostos € a
sua excelente atividade antioxidante. Os flavonoides podem inibir enzimas
responsaveis pela producdo de diversos radicais livres, além de poderem inibir a
ciclooxigenase, lipoxigenase e monooxigenase microssomal, todas envolvidas na
geracdo de EROs (HAVSTEEN, 2002).
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Flavonoides sdo termodinamicamente capazes de reduzir radicais livres
altamente oxidados, como o superoxido, através da doacdo de um atomo de
hidrogénio (PIETTA, 2000). Destaca-se também, a capacidade quelante de
metais, envolvidos no metabolismo do oxigénio, exibida por alguns desses
compostos (COTELLE, 2001; HORT, 2006). Outros compostos também
apresentam esse potencial, como demonstrado em estudos da literatura que
flavonoides e &cidos fendlicos, como canferol, acido caféico e &cido cumarico
apresentam pronunciada atividade antioxidante (RUSSO et al., 2002;
BUTKOVIC et al., 2004; PARK et al., 2006).

A atividade antiinflamatéria é outra propriedade importante dos
flavonoides. Muitos desses compostos ja foram testados frente a diferentes
modelos, tanto isolados, como componentes de extratos complexos. Esses
compostos sdo capazes de inibir uma série de enzimas que sdo ativadas durante o
processo inflamatério (KWON et al.,, 2005). Um exemplo disso é o efeito
inibitorio sobre o metabolismo do acido araquiddnico, cuja liberacdo é ponto de
partida para uma resposta inflamatdria geral (FERRANDIZ e ALCARAZ, 1991).

A biossintese de prostaglandinas e 6xido nitrico estd envolvida na
inflamacdo, sendo a sintetase indutora de éxido nitrico (iNOS) e a cicloxigenase
responsaveis pela producdo de grandes quantidades desses mediadores. Estudos
in vitro realizados por outros pesquisadores confirmaram a hipdtese de que a
quercetina inibe a producdo de 6xido nitrico e a expressdao da iINOS. Diferencas
nas respostas entre varios flavonoides existem, mas estudos demonstram que essa
atividade é extensiva a varios desses compostos, sendo variavel apenas a forma
de resposta e a dose (MARTINEZ-FLORES et al., 2005).

No presente estudo foram observadas importantes atividades
antiquimiotaticas, que consistem no processo de migracdo dos leucocitos ao local
da inflamagédo, para os extratos testados. Na concentragdo de 10 ug/mL, os
extratos mais ativos foram os de: Asplenium serra, Dydimochlaena truncatula e

Blechnum occidentale, sendo seus valores estatisticamente ndo diferentes de
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outras 5 espécies (p<0,05). Na Figura 2 (em anexo) estdo demonstradas as
cinéticas de atividade antiquimiotatica para A. serra e D. truncatula. Cabe
salientar, ainda, que todas as amostras, nessa concentracdo, apresentaram
porcentagens de inibicdo de migracdo superiores a 54%. Avaliando-se as
alteracbes morfologicas que 0s extratos poderiam induzir, observou-se que
nenhum extrato provocou dano a membrana, sem extravasamento da enzima
lactato desidrogenase para o meio extracelular, comparavel ao controle (p <
0,05).

Considerando-se que esses parametros bioldgicos estdo alterados nas
doencas neurodegenerativas e que, a enzima monoamina oxidase ¢ uma das
enzimas-chave no desenvolvimento de novos alvos para combate a
neuropatologias, este estudo avaliou também, a atividade dos extratos de
samambaias frente a esta enzima, em modelo in vitro. Os resultados
demonstraram que 5 extratos, na concentracdo de 100 ug/mL, (Dydimochlaena
truncatula, Alsophila setosa, Blechnum brasiliense, Cyathea phalerata e C.
delgaddi) apresentaram inibicdo enzimatica, da subunidade A, superior a 70%.
Frente a subunidade B desta enzima, nenhuma das amostras testadas (100
ug/mL) apresentou inibigdo superior a 50%, demonstrando alta seletividade pela
MAO-A.

Na concentracdo de 100 uM, a quercetina demonstrou-se mais ativa tanto
frente a MAO-A quanto a MAO-B, quando comparada & mangiferina. Alguns
autores demonstraram, em seus estudos, que agliconas sdo mais ativas na
inibicdo desta enzima, quando comparadas aos respectivos heterosideos
(SUZUKI et al., 1981; HAN et al., 2007; YOSHINO et al., 2011). Este fato pode
explicar as atividades menos pronunciadas de alguns extratos de samambaias, ja
que a analise quimica demonstrou a presenca de compostos heterosideos nos

cromatogramas de algumas espécies.

Compilando os dados obtidos, pode-se verificar que os extratos da espécie

Blechnum brasiliense foram os Unicos, dentre os avaliados, que apresentaram
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potentes atividades para todos os testes realizados. Este extrato (10 ug/mL)
apresentou area sob a curva cerca de 18,5 vezes menor que a do Trolox (200
nM), indicando alto potencial antioxidante reativo total, além de potente inibicéo
da migracdo dos leuctcitos, no ensaio de quimiotaxia, apresentando,
aproximadamente, 89,3% de inibicdo (10 pg/mL). Na concentracdo de 100
ug/mL, foi capaz de inibir a MAO-A em 79,5%, sugerindo o potencial desta
espécie para desenvolvimento de estudos mais aprofundados, visando obtencéo

de compostos ativos nas doencas neurodegenerativas.

Assim, o presente trabalho demonstrou a presenca de alguns flavonoides,
acidos fenolicos e xantonas em diferentes espécies de samambaias coletadas no
sul e sudeste do Brasil. Algumas dessas plantas também demonstraram potentes
efeitos antioxidantes e antiinflamatorios, nos ensaios in vitro realizados. Frente a
enzima monoamina oxidase, alguns extratos foram ativos, seletivamente, para a
subunidade A desta enzima. Esses resultados demonstram o potencial de algumas
das espécies de samambaias estudadas, indicando a necessidade de
desenvolvimento de estudos mais aprofundados para melhor compreensédo de sua
composicdo quimica, assim como, de suas atividades biolégicas e mecanismos de

acao.



7. CONCLUSOES
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Diante dos resultados obtidos nesse trabalho pode-se concluir que:

e Foi possivel realizar a analise quimica de alguns extratos, por
Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia, de espécies de samambaias coletadas

no Rio Grande do Sul e em S&o Paulo, avaliando seus perfis quimicos;

e Foi observada uma variabilidade quimica acentuada entre as diferentes
espécies de samambaias, sendo que flavonoides e seus derivados, &cidos
fenolicos e xantonas foram o0s compostos majoritariamente encontrados nos

extratos avaliados por CLAE;

¢ Potentes atividades antioxidantes, pelo método do TRAP, in vitro, foram
observadas para a grande maioria dos extratos, sendo esta atividade mais
pronunciada para Asplenium serra, Lastreopsis amplissima (RS) e Cyathea
dichromatolepis, sem variacdo significativa comparadas a algumas outras

amostras (p < 0,05);

e O efeito antiquimiotatico de todos o0s extratos foi pronunciado,
demonstrando alta capacidade de inibicdo da migracdo de leucdcitos,
apresentando valores de inibicdo superiores a 54%, dos quais 8 extratos de

espeécies distintas foram mais ativos;

e Nenhum extrato demonstrou dano a membrana das células
polimorfonucleares avaliadas, nas concentracdes determinadas no experimento,
demonstrando, portanto, integridade da membrana, sugerindo ndo haver

alteracfes morfologicas nas células estudadas;

e Frente a enzima monoamina oxidase, 5 extratos demonstraram ser mais
ativos, seletivamente, para a subunidade A desta enzima, sendo que nenhum

deles apresentou inibicdo da MAO-B superior a 50%;

e Comparando-se as substancias isoladas, o flavonoide quercetina e a

xantona mangiferina, ambos demonstraram valores estatisticamente similares na
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avaliagdo da atividade antioxidante, sendo o primeiro mais ativo tanto frente a

MAO-A guanto a MAO-B, comparado ao segundo;

e A espécie Blechnum brasiliense foi a Unica que apresentou potentes
atividades para todos os testes realizados, demonstrando necessidade de estudos
mais aprofundados para melhor compreensdo desses potenciais e possivel
obtencédo de compostos capazes de prevenir e/ou aliviar os sintomas das doencas

neurodegenerativas.



8. PERSPECTIVAS
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Os resultados obtidos levam as seguintes perspectivas de continuacgdo deste
trabalho:

e Avaliacdo qualitativa do perfil quimico de fracdes com diferentes
polaridades obtidas a partir de extrato bruto de folhas de espécies do género

Blechnum, atraves de cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE);

e Isolamento de compostos de interesse com base no estudo bioguiado das

fracOes obtidas de espécies de Blechnum;

¢ Avaliacdo do efeito de fragdes e substancias isoladas dessas samambaias
frente a radicais livres, através de modelos in vitro, como inibicdo da producéo

de 6xido nitrico e método TBARS (substancias reativas ao acido tiobarbitdrico);

¢ Avaliacdo do efeito de fragdes e substancias isoladas dessas samambaias
sobre as enzimas monoamina oxidase (MAOQO), acetilcolinesterase (AChE) e

butirilcolinesterase (BUChE), através de modelos enzimaticos in vitro;

e Realizacdo de estudos de citotoxicidade com linhagens celulares
diferenciadas a fim de verificar com mais detalhes os possiveis efeitos toxicos de

Blechnum brasiliense, B. occidentale e B. binervatum;

¢ Avaliacdo do perfil metabolémico das diferentes espécies de Blechnum de
ocorréncia no Brasil e em outros paises, através de espectrocopia de RMN-H! e

de analise multivariada de dados;

¢ Determinacdo das respostas de extratos, fracbes e compostos isolados nos
testes realizados, determinando a presenca de agentes multifuncionais nessas

espécies de samambaias.
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Figura 1. Cinética de potencial antioxidante reativo total dos extratos de Asplenium serra (A), Lastreopsis amplissima (B) e Cyathea dichromatolepis (C), nas
concentragdes de 100, 50, 10, 1 e 0,1 pg/mL.
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Figura 2. Cinética de atividade antiquimiotatica para Asplenium serra (A) e Didymochlaena

truncatula (B) nas concentragdes de 0,01; 0,1; 1 e 10 pug/mL.
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