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RESUMO

Phlebodium  decumanum é usada popularmente na forma de infusao para o tratamento de doengas
inflamatoérias e cutaneas. A fim de estabelecer parametros de controle de qualidade da espécie coletada
em Goiania (GO), realizou-se a descricao morfologica das folhas e rizomas a partir da observacao das
estruturas gerais dos mesmos, a descri¢io anatémica, a prospec¢ao fitoquimica e determina¢ao do teor
de flavonoides. No estudo anatomico observou-se presenca de feixes vasculares anficrivais e o estelo
do tipo polipédio e dictioestelo, para o peciolo e rizoma, respectivamente. A folha ¢ hipoestomatica e
seus estomatos sao diaciticos, com paredes celulares da epiderme sinuosas na face abaxial e adaxial. As
folhas apresentaram maior teor de flavonoides do que os rizomas, 1,3% e 0,1%, respectivamente. Os
aspectos anatoémicos observados sdo caracteristicos de pteridofitas, na prospeccao fitoquimica, a

presenca de flavonoides esta de acordo com outros estudos fitoquimicos.
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obypodinm decumanum Willd., atualmente chamada de Phlebodium decumannm (Willd.) J. Smith
(Figura 1) é uma espécie de samambaia da familia Polypodiaceae e do género Phlebodium,
popularmente conhecida como guaririnha, cip6-cabeludo, erva de macaco, rabo-de-

caxinguelé, samambaia, samambaia-de-mato grosso, samambaia-do-amazonas e calaguala (Manna et al.
g > > g > g

2003; Tuominen et al. 1994; Bohlin 1993).

P. decumanum e suas infusoes (folhas e rizomas) tém sido utilizadas em civilizagdes antigas no
Centro e no Sul da América para melhorar a saude em situacdes como doengas inflamatérias e doengas
de pele, todos envolvendo algum tipo de disfun¢ao imunoldgica. O extrato da folha e p6é do rizoma sao
utilizados como moduladores da resposta ao estresse, ocorrendo diminui¢ao dos niveis plasmaticos de
testosterona e cortisol em relagao aos placebos (Gonzalezjurado et al. 2009). Como também, atividade
anti-inflamatéria “in vitro” afetando TNF em dois niveis: reducdo da sua libera¢io e aumentando
TNEFR, que ¢ capaz de bloquea-lo, explicando a atividade anti-inflamatério de EXPLY-37® (extrato de

P. decumanum) “in vivo” (Punzon et al. 2003).

Nos ultimos vinte anos, as folhas e rizomas de P. decumanum tém sido muito utilizadas
popularmente para o tratamento de psoriase (em regides da América do Sul), dermatite atopica e vitiligo
(Manna et al. 2003; Liu et al. 1998; Tuominen et al. 1994; Bohlin 1993). H4 estudos em que se observou
a relacao de P. decumanum com o PAF e LTB4 (transformacdes do 4cido araquidonico), no tratamento
de psoriase (Ikai 1999). Dois compostos principais foram identificados no extrato das folhas e rizomas
de P. decumanum como inibidores da PAF induzindo exocitose. O Triflavonoide seligueanina foi ativo
no modelo de exocitose através da inibicdo da enzima proteolitica, elastase. O dipalmitato de
sulfoquinovosil glicerila (SQDG) foi identificado como um antagonista do receptor de PAF (Liu et al.
1998; Bohlin 1993).

Castro et al. (2012) observaram que a fragao purificada soluvel em agua obtida a partir das
folhas e rizomas de P. decumanum toi capaz de reduzir a inflamagao e o estresse oxidativo devido ao
exercicio extenuante em humanos. Os resultados mostraram que a suplementa¢ao oral de P. decumanum
durante o exercicio de alta intensidade reduz efetivamente o grau de estresse oxidativo (diminui¢ao de
8-hidroxi-2'-desoxiguanosina e a geracio dos isoprostanos, aumentou atividade das enzimas
antioxidantes em eritrocitos e capacidade antioxidante total no plasma). Os dados obtidos indicam
também que esta suplementagdo é eficaz na redugdo da resposta inflamatoéria através da redugdo de
TNF-a (Fator de Necrose Tumoral alfa) e aumento de sSTNF-RII (proteina solivel que inibe os efeitos
biolégicos do TNF-«), mas mantém os niveis de I1.-6 (citocina anti-inflamatoéria e pro-inflamatoria) e

IL-1ra (receptor antagonista de IL-1 anti-inflamatério). Corzo et al. (2014) também mostraram efeitos
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protetores com a ingestio de P. decumanum devido a exercicios intensos que lesionam o musculo ou até

mesmo a funcionalidade do mesmo.

Verazaluce et al. (2015) estudaram a relacio do desempenho atlético de jogadores de voleibol
com a ingestao de P. decumanum e coenzima Q10, ou somente a ingestio de P. decumanum e comparando
com o controle que ingeriu o placebo. Essa ingestio durante 04 semanas, mostrou efeitos protetores
sobre o perfil endécrino-metabdlica e de linha de base imune, que atribuem as suas propriedades
imunomoduladora e antioxidante, que ¢ altamente vantajosa nao s6 para retardar a fadiga e melhorar o
desempenho atlético, mas também para diminuir o risco de lesio associada ao exercicio de alta

intensidade.

Segundo Jurado et al. (2008), a ingestao de 02 capsulas (250 mg de extrato da folha e 150 mg
de p6 do rizoma por capsula) 03 vezes ao dia durante 01 més contendo extrato de folhas e rizoma de P.
decumanum, gerou um efeito protetor sobre a fadiga muscular durante exercicios fisicos. Um posterior
estudo de Jurado et al. (2011), utilizando as mesmas condi¢bes do estudo anterior, mostrou efeito
benéfico na resposta imune induzida pelo exercicio de estudantes sedentarios. P. decumanum mostrou
efeitos imunomoduladores, especificamente orientadas para a liberacao de citocinas pré-inflamatorias

por macréfagos em resposta a varios estimulos, como relatado em diferentes estudos “in vitro”.

Diante da relevancia cientifica que essa espécie vegetal vem recebendo nas dltimas décadas, o
objetivo deste trabalho foi realizar o estudo da morfoanatomia e prospeccao fitoquimica de P.
decumanum, coletada na regidao de Goiania, Goids, Brasil, para caracteriza-la e obter parametros de

controle de qualidade desta planta medicinal.

METODOLOGIA

MATERIAL VEGETAL

O material vegetal, constituido por folhas e rizomas, foram coletados em Goiania - GO (710
m de altitude, 16° 40” 33” sul, 49° 14’ 39” oeste), identificado pelo Professor Dr. José Realino de Paula
e uma exsicata foi depositada no herbario da Universidade Federal de Goias (UFG-49884). As folhas e
rizomas foram dessecadas em estufa de circulacio de ar a 40°C e pulverizadas em moinho de facas,

separadamente.

ANALISE MORFOANATOMICA
A descricio morfologica das folhas e rizomas de P. decumanum foi realizada a partir da

observagao das estruturas gerais dos mesmos (Oliveira & Akisue 1997).
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Para a caracterizagdo anatomica e histoquimica foram utilizadas folhas completamente
expandidas adultas e folhas jovens. E os cortes transversais foram obtidos em micrétomo de mesa
ROBHE e os paradérmicos foram realizados a mao livre. Para as analises anatomicas das folhas,
fragmentos de aproximadamente 01 cm do peciolo e da lamina foliar (regides da nervura principal e
internervural) foram fixados em FPA 70% segundo Kraus e Arduin (1997). Foram realizadas secgoes
transversais e paradérmicas. Para o rizoma foi utilizada a mesma metodologia, realizando secgoes
transversais. Os testes histoquimicos foram realizados utilizando o Reagente de Steinmetz (Costa 2001)
com objetivo de avaliar e localizar metabdlitos primarios e secundarios como lipidios, terpenoides,

compostos fenodlicos, alcaloides e glicidios.

Foram confeccionadas laminas semipermanentes segundo método de Johansen (1940) e Kraus

e Arduin (1997) e as técnicas usuais de anatomia vegetal.

As analises anatomicas e a documentagao fotografica foram realizadas em fotomicroscépio
modelo ZEISS-AXIOStar Plus acoplado a maquina fotografica digital Canon G10, software

AxionVision. As escalas que acompanham as ilustra¢des foram obtidas nas mesmas condi¢oes Opticas.

A descrigao anatomica de todos os 6rgaos e anexos de P. decumanum foi realizada conforme as

classificagoes propostas por Ogura (1972).

PROSPECCAO FITOQUIMICA

A prospeccao fitoquimica do p6 das folhas e rizoma foi realizada para investigar a presenca de
classes de constituintes quimicos naturais, tais como: taninos, alcaloides, flavonoides, esteroides,
saponinas, mucilagem, cumarinas, agucares redutores, através de técnicas especificas descritas em

publicagbes especializadas (Costa 2001; Matos 1994).

TESTES DE PUREZA

DETERMINACAO DO TEOR DE UMIDADE:

Para a determinacao desse parametro de qualidade, os ensaios foram realizados em triplicata,

em balanca de infravermelho (Marca: Ohaus, Modelo: MB35), conforme Farmacopeia Brasileira (2010).

DETERMINACAO DO TEOR DE CINZAS:
Para a determinacdo desse parametro de qualidade, os ensaios foram realizados em triplicata,
conforme a Farmacopeia Brasileira (2010). A porcentagem de cinzas totais e insoluveis em acido foram

calculadas em relagdao a amostra seca ao ar, pela incineragao da droga vegetal em mufla.
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DETERMINACAO DO INDICE DE INTUMESCENCIA:

Para a determinagao desse parametro de qualidade, os ensaios foram realizados em triplicata,
conforme a Farmacopeia Brasileira (2010). Foi pesado 01 g de pé da droga vegetal e adicionado em
uma proveta de 25 ml, o p6 de folhas e rizomas foram analisados separadamente. Em seguida, foi
adicionado 25 mL de agua, e as provetas com tampas esmerilhadas foram agitadas de 10 em 10 minutos
por uma hora e deixadas em repouso por 03 horas. Ao fim do repouso, mediu-se o volume e calculou-

se o Indice de Intumescéncia.

ANALISE QUANTITATIVA

FLAVONOIDES:

Para a determinacdo do teor de flavonoides, os ensaios foram realizados em triplicata,
utilizando método descrito por Rolim et al. (2005). Para a extra¢ao de flavonoides da amostra foi
utilizada mistura de metanol: acido acético 0,02M (99:1) aquecido em banho-maria sob refluxo a 90-
100°C por 40 minutos. Logo apés a amostra foi filtrada e resfriada. A leitura da absorbancia foi
realizada a 361 nm. O branco foi preparado com a mistura de metanol:acido acético 0,02 M. A curva de

calibracio foi construida utilizando rutina como padrio.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Figura 1. Phlebodinm decumanum (Willd.) J. Smith. (A) Folha (Fl); (B) Rizoma (Rz); (C) Folhas (Fl) e
Rizomas (Rz) e (D) Soros (Ss) na face abaxial da folha.

Fonte: Autores.
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A espécie P. decumanum apresenta um rizoma espesso e cilindrico, com muitos pelos
absorventes (tricomas) e apresenta uma coloragao avermelhada externamente e verde no interior. Suas
folhas sao pseudocompostas, podendo alcangar um comprimento maior que 01 metro; a face abaxial da
folha contém os soros que siao conjuntos de esporangios, que por sua vez formam as unidades
reprodutivas das samambaias (Figura 1).

Figura 2. Secc¢ao transversal do 4pice do peciolo de folha jovem de Phlebodinn decumanum (Willd.) J.
Smith. corada com Azul de Alcian e Safranina (A-D) e Reagente de Steinmetz (E). A - Estrutura
completa do apice do peciolo da folha jovem; B - Zoom do parénquima de preenchimento e feixe
vascular de maior calibre; C - Zoom da epiderme, parénquima de preenchimento e feixe vascular de

menor calibre; D - Zoom do feixe vascular de menor calibre; E - Zoom da epiderme e parénquima
de preenchimento.

Fonte: Autores.

Obsetva-se na Figura 2 o apice do peciolo de folha jovem, corte corado com Azul de Alcian /
Safranina e Reagente de Steinmetz. Em (A) observa-se o apice do peciolo de folha jovem (Azul de
Alcian e Safranina) com aproximadamente 05 camadas de células pequenas e muito lignificadas na
epiderme, sendo a primeira camada a epiderme e as demais células do esclerénquima, 04 feixes de
floema e xilema (distribuidos pelo parénquima de preenchimento - células grandes, arredondadas a
ovaladas e sem presenga de lignina), sendo 01 de maior calibre e 03 de menor calibre; (B) o feixe de
maior calibre, visualizando a endoderme (células que delimitam o feixe vascular), o periciclo (células
menores abaixo da endoderme), floema com células pequenas e sem a presenca de lignina circulando o
xilema com células maiores lignificadas que apresentam juntas um formato em x; (C) o feixe de menor
calibre (diferentemente do feixe de maior calibre o xilema nao apresenta formato em x, ja que apresenta

menos células, localizando todas no centro do feixe) e epiderme (células pequenas e muito lignificadas);
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(E) evidencia a epiderme do apice do peciolo de folha jovem (Reagente de Steinmetz) com a a¢ao do

reagente utilizado.

Figura 3. Seccao transversal do apice do peciolo de folha adulta de Phlebodinm decumanum (Willd.) J.
Smith. corada com Azul de Alcian e Safranina (A-C e E) e Reagente de Steinmetz (D). A -
Parénquima de preenchimento circulando os feixes vasculares de maior calibre e de menor calibre;
B - Parénquima de preenchimento circulando 03 feixes vasculares de menor calibre; C - Epiderme e
células do parénquima de preenchimento (pontuagdes); D - Epiderme e células do parénquima de
preenchimento; E - Pontuagdes em células de parénquima de preenchimento.

Fonte: Autores.

Observa-se na Figura 3 o apice do peciolo de folha adulta, que apresenta um formato
cilindtrico predominante, corte corado com Azul de Alcian / Safranina e Reagente de Steinmetz. Em
(A) observa-se feixes vasculares do apice do peciolo de folha adulta, células de parénquima de
preenchimento circulares a ovaladas sem presenca de lignina; feixe de maior calibre apresentando
xilema em formato de U, com células pequenas do floema coradas em azul ndo evidenciando presenga
de lignina e as células maiores do xilema coradas em roxo, visualizando a presenca de lignina; (B) feixes
de menor calibre, com células do floema circulando as células lignificadas do xilema e diferente do feixe
vascular de maior calibre o xilema nao apresenta formato de U; (C)(D)(E) células pequenas da
epiderme e do esclerénquima muito lignificadas; na sequéncia observamos células maiores coradas em
azul, mostrando a auséncia de lignina, mas visualizando pontuagoes, identificadas como parénquima de

preenchimento.

Observa-se na Figura 4 o apice do peciolo de folha adulta, assim como a Figura 3, porém,

visualiza-se somente os feixes vasculares de menor calibre com zoom, corado com Azul de Alcian /
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Safranina e Reagente de Steinmetz. Em (A) feixe de menor calibre (Reagente de Steinmetz) podemos
observas as grandes células do parénquima de preenchimento, com paredes sem presenga de lignina,
visualizamos também as células da endoderme circulando o feixe vascular e logo abaixo dela
observamos células menores que formam o periciclo. As células pequenas e de parede celular muito
fina, sao células do floema que circundam as células de paredes expecas e lignificadas que classificamos
como xilema; (B) zoom do feixe de menor calibre (Azul de Alcian e Safranina) do apice do peciolo de
folha adulta, visualizamos melhor as células da endoderme, periciclo, floema e xilema devido a
coloracio e o zoom da imagem.

Figura 4. Secc¢ao transversal do dpice do peciolo da folha adulta de Phlebodinm decumanun (Willd.) J.

Smith. corada com Reagente de Steinmetz (A) e Azul de Alcian e Safranina (B). A- Parénquima de

preenchimento ao redor do feixe vascular de menor calibre (Reagente de Steinmetz); B - Zoom de

feixe vascular de menor calibre evidenciando a endoderme, o periciclo, as células do floema e
xilema (Azul de Alcian e Safranina).

Fonte: Autores.

Observa-se na Figura 5 a regido mediana do peciolo da folha jovem, corte corado com Azul
de Alcian / Safranina e Reagente de Steinmetz. Visualiza-se estruturas como: epiderme uniestratificada,
esclerénquima com células pequenas abaixo da epiderme, de parede celular espessa que coram-se em
vermelho devido a presenca de lignina, parénquima com células grandes abaixo do esclerénquima, de
parede celular delgada, que coram-se em azul devido a auséncia de lignina, endoderme com
espessamento em U e feixes vasculares com floema e xilema. Em (A), (B) e (C) observa-se feixe de
maior calibre, apresentando células de parénquima de preenchimento grandes e delicadas sem a
presenca de lignina nas paredes celulares, que circundam o feixe vascular que é formado por células
maiores e sem a presenca de lignina nas paredes que separam o parénquima do floema (células
pequenas ¢ homogéneas coradas em azul sem a presenca de lignina na parede celular que circunda as
células de xilema) e xilema (células no centro do feixe vascular coradas em roxo pela presenga de lignina
na parede celular), na sequencia observamos células menores que a endoderme e menos homogéneas
que o floema que vem posterior as do periciclo; (D) peciolo da regidao mediana da folha jovem,

observamos a estrutura completa do peciolo com 02 feixes vasculares de grande calibre e 05 feixes
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vasculares de menor calibre, estes estdo dispersos em parénquima de preenchimento sem a presenga de
lignina nas paredes e ja a epiderme apresenta a presenga de esclerénquima de parede espessa e
coloragao rosa que identifica a presenca de lignina; (E) epiderme, colénquima e parénquima do peciolo
da regiao mediana da folha jovem (Azul de Alcian e Safranina); (F) feixe vascular de menor calibre e
(G) feixe de maior calibre, visualiza bem o espessamento em U da endoderme que apresenta a
coloracdo castanho escuro na parte inferior da endoderme que tem contato com o periciclo; (H)
epiderme na regido mediana do peciolo da folha jovem (Reagente de Steinmetz), esta imagem tem
destaque para os feixes de esclerénquima que existem em algumas regioes da epiderme, e apresentam a

coloracio castanho escuro por apresentar muita presenca de lignina.

Figura 5. Sec¢ao transversal da regidao mediana do peciolo da folha jovem de Phlebodium decumanum:
(Willd.) J. Smith. corada com Azul de Alcian e Safranina (A-E) e Reagente de Steinmetz (F-H). A e
C - Feixe vascular de menor calibre; B - parénquima, endoderme, periciclo, floema e xilema do feixe
vascular de maior calibre; D - estrutura completa do peciolo da regido mediana da folha jovem; E -
epiderme, colénquima e parénquima do peciolo da regidao mediana da folha jovem (Azul de Alcian e
Safranina); I - feixe vascular de menor calibre; G - feixe vascular de maior calibre; epiderme na
regiao mediana do peciolo da folha jovem (reagente de Steinmetz).

Fonte: Autores.

Observa-se na Figura 6, assim como na Figura 5, a regido mediana do peciolo de folha jovem,
corte corado com Azul de Alcian / Safranina. Visualiza-se estruturas como: epiderme uniestratificada,
esclerénquima com células pequenas e de parede celular espessa, localizadas abaixo da epiderme que
coram-se em vermelho mostrando a presenca de lignina, feixes vasculares com células maiores e
homogéneas que delimitam o feixe vascular chamadas de endoderme, abaixo observamos o periciclo

que sao células menores e menos homogéneas que as células que estdo abaixo, que sao menores que as
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células do periciclo e sao mais delicadas e homogéneas, essas células sio classificadas como floema e
circundam as células maiores e coradas em roxo que denomina-se de xilema; também visualizamos em
C e D pontuacdes das células parenquimaticas.
Figura 6. Seccio transversal da regidao mediana do peciolo de folha jovem de Phlebodiun: decumannm
(Willd.) J. Smith. corada com Azul de Alcian e Safranina. A - Feixe vascular de menor calibre; B -

epiderme, colénquima, parénquima e feixes vasculares; C e D - pontuagoes das células
parenquimaticas da regido mediana do peciolo da folha jovem (Azul de Alcian e Safranina).

Fonte: Autores.

Observa-se na Figura 7 a regidao mediana do peciolo de folha adulta, corte corado com Azul de
Alcian / Safranina e Reagente de Steinmetz. Visualiza-se estruturas como: epiderme de apena uma
camada celular, tricomas glandulares, células parenquimaticas de preenchimento e feixes vasculares. Em
(A) o feixe de grande calibre apresenta grandes, arredondadas, heterogéneas em relacio ao tamanho e
numerosas células de xilema que coram-se em roxo devido a presenca de lignina, apresentam parede
celular espessa e localizam-se no centro do feixe vascular, ao seu redor existem células menores,
arredondadas, homogéneas em relagio ao tamanho, numerosas e de parede celular delicada e sem a
presenga de lignina. Delimitando os vasos de floema e xilema estio a endoderme e o periciclo, a
endoderme localiza-se externamente e o periciclo internamente ao feixe vascular, a endoderme ¢
formada por células maiores, arredondadas, homogéneas e nao lignificadas enquanto o periciclo é
formado por células pequenas, retangulares a ovaladas, homogéneas e nao lignificadas; (B) o feixe de
menor calibre, da regido mediana do peciolo de folha adulta - Azul de Alcian e Safranina, apresenta as
mesmas estruturas do feixe vascular de grande caibre e diferencia-se somente pelo nimero de células;

(C) o tricoma com duas cabegas (Reagente de Steinmetz) ¢ classificado como bicelular; (D) e (E) os
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Tricoma glandular (Azul de Alcian e Safranina) da regiao mediana do peciolo de folha adulta sio
classificados como unicelular; (F) a epiderme unicelular apresenta células pequenas e homogéneas e as
células do parénquima ou esclerénquima nio lignificado siao células menos homogéneas que as células

da epiderme e nao apresentam presenca de lignina.

Figura 7. Seccao transversal da regido mediana do peciolo de folha adulta de Phlebodium decumannm

(Willd.) J. Smith. corada com Azul de Alcian e Safranina (A-B, D-F) e Reagente de Steinmetz (C). A

- Feixe de grande calibre; B- feixe de menor calibre; C - tricoma com duas cabegas; D e E - Tricoma
glandular; F - Epiderme e células de parénquima ou esclerénquima nio lignificado.

Fonte: Autores.

Observa-se na Figura 8 a regiao da base do peciolo de folha jovem, corte corado com Azul de
Alcian / Safranina. Visualiza-se estruturas como: epiderme, com células pequenas, homogéneas e
delicadas, células do parénquima maiores que as células da epiderme e bem homogéneas sem a presenga
de lignina; os feixes vasculares apresentam endoderme com células muito grandes e homogéneas,
abaixo da endoderme observamos a presenga do periciclo, células retangulares, pequenas e delicadas
que circundam o floema, células nao lignificadas e pequenas diferentemente do xilema, que sao células

lignificadas que se coram em roxo e bem heterogéneas.

Na Figura 9 obsetva-se a base do peciolo de folha adulta, corte corado com Azul de Alcian /
Safranina e Reagente de Steinmetz. Visualiza-se estruturas como: epiderme unistratificada, tricoma
glandular unicelular, feixes vasculares composto pela endoderme (células grandes, homogéneas e parede
celular sem a presenca de lignina) que revestem o periciclo (células pequenas, retangulares e delicadas)

que por sua vez reveste o floema (células pequenas, arredondadas, nao lignificadas e homogéneas) que
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reveste o xilema (células grandes, arredondadas a ovaladas, lignificadas e heterogéneas,) e células do

parénquima que preenche o espaco ao redor dos feixes vasculares.

Com base nas secgdes transversais podemos observar que as células da epiderme e endoderme
apresentam um padrio de orientacdo de divisao anticlinal. Ao analisarmos o parénquima o padrio
majoritario se torna periclinal, porém pode aparecer em alguns lugares a orientagao anticlinal. Também
podemos observar que o apice do peciolo jovem e adulto apresentam uma epiderme uniestratificada
com esclerénquima logo abaixo. Enquanto somente a regido mediana do peciolo jovem apresenta uma
epiderme uniestratificada com esclerénquima logo abaixo da epiderme, ja que a regido mediana do
peciolo adulto apresenta uma epiderme unicelular com presenca de mucilagem, sem a formagao de
esclerénquima. A regiao da base do peciolo jovem assim como a base do peciolo adulto ira apresentar
uma epiderme uniestratificada, entretanto a epiderme no peciolo adulto sera lignificado com presenga
de esclerénquima nas camadas mais internas e a epiderme no peciolo jovem nio sera lignificado e nao

iremos observar a presenga de esclerénquima.

Assim como vemos nas sec¢oes acima do peciolo, Gattuso et al. (2008) também visualiza um
peciolo cilindrico, um pouco achatado dosiventalmente. Nao diferindo o formato do peciolo por
regioes diferentes. Gattuso et al. (2008) também observa alta presenca de esclerénquima na epiderme
assim como no presente estudo.

Figura 8. Seccio transversal da regiao da base do peciolo de folha jovem de Phlebodium decumanum
(Willd.) J. Smith. corada com Azul de Alcian e Safranina (A) e Reagente de Steinmetz (B-C). A -

Feixe de maior calibre; B - epiderme, colénquima e parénquima; C - feixe de menor calibre da base
do peciolo de folha jovem.

Fonte: Autores.
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Figura 9. Seccao transversal da base do peciolo de folha adulta de Phlebodinm decumannn (Willd.) J.
Smith. corada com Reagente de Steinmetz (A-B, D, G-H) e Azul de Alcian e Safranina (C, E-F, I).
A e E - Feixe de maior calibre; B e C - epiderme, colénquima, parénquima; D - feixe de menor
calibre; F e I - feixe de menor calibre; G - tricoma glandular, epiderme e colénquima; H -
parénquima medular.

Fonte: Autores.

Observa-se, na Figura 10, cortes paradérmicos da folha, corados com Azul de
Alcian/Safranina, da face adaxial e também abaxial. Visualiza-se estruturas como as células epidérmicas
de parede celular sinuosas, tricomas glandulares formados por 03 células sendo a célula distal dilatada,
que sao observados somente na face abaxial da lamina foliar e estbmatos em sua maioria diaciticos que

sa0 observados somente na face abaxial da lamina foliar assim como os tricomas glandulares.

Conforme realizada a anatomia vegetal da folha de P. decumanum podemos observar que suas
folhas sio hipoestomaticas, ja4 que observou-se estomatos somente na face abaxial da folha e P.

decumanum, caracteristica muito comum em Pteridofitas (Ogura 1972).

Apresenta prevaléncia de estomatos diaciticos e suas paredes celulares sao classificadas como
sinuosas (Figura 10), assim como foi observado em outros trabalhos, mostrando que tais achados sao

caracteristicas frequentes em Pteridofitas (Gragano et al. 2001; Ferrari 2009).

Estudos com espécies de Campylonenrum (género também representante da mesma familia de P.
decumanun) mostram a presenc¢a predominante de paredes celulares sinuosas e estbmatos apenas na face
abaxial (Ferrari 2009). Naphidium crassifolinm, assim como P. decumanum, apresenta na face abaxial da
folha, prevaléncia de estomatos diaciticos e a presenga de tricomas gandulares claviformes (Figura 10D)

(Ferrari 2009).
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Figura 10. Phlebodium decumanum (Willd.) J. Smith. (A) e (B): Células epidérmicas na face adaxial da
lamina foliar; (C) e (D) células epidérmicas na face abaxial da lamina foliar, com presenca de
estomatos e tricomas, (Azul de Alcian e Safranina).

Fonte: Autores.

Tricomas glandulares como os de P. decumanum, formados por trés células, sendo a célula distal
dilatada (Figura 10D), também foram encontrados na epiderme abaxial da espécie Hemionitis tomentosa

(Gragano et al. 2001).

Em um comparativo com estudos realizados por Gattuso et al. (2008) que observa a anatomia
foliar na mesma espécie do presente estudo ha uma prevaléncia de estomatos polociticos e a auséncia
de tricomas, diferenciando apenas de regiao de coleta (Goiania x Honduras). Entretanto esses mesmos
estbmatos sao somente vistos na face abaxial da folha assim como a planta coletada em Goiania. Tais

caracteristicas serdo uteis para diferenciar materiais coletados em diferentes localidades.

Gragano et al. (2001) mostram que as espécies estudadas dos géneros Adiantum e Hemionitis
apresentaram 100% de suas células epidérmicas sinuosas (Figura 10), e a maioria das espécies desses
géneros apresentaram os estomatos classificados como anomocitico, e alguns como diacitico, como a
espécie Adiantum papillosum e Adiantum subcordatum. Diferente da espécie estudada no presente estudo,
Gracano et al. (2001) também observaram a presenca de idioblastos no género Adiantum, mostrando

assim a importancia desses achados para a taxonomia.

Observa-se na Figura 11 cortes transversais do mesofilo e da nervura central da folha, corados
com Azul de Alcian / Safranina. Visualiza-se nesses cortes estruturas como: epidermes abaxial e adaxial,

uniestratificada, parénquima lacunoso, feixes vasculares com floema, xilema, periciclo e endoderma e
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esporangios da folha. Nos cortes transversais da folha observou-se no mesofilo somente parénquima
lacunoso, e nio paligadico. Na nervura central, que apresenta o formato dicotémica (nervura
ramificada), observa-se a epiderme uniestratificada, esclerénquima, parénquima, endoderme, periciclo,
células do xilema e floema. A epiderme no mesofilo e na nervura central assim como no peciolo
apresenta cuticula delgada e auséncia de pelos (glabra), semelhante como algumas espécies da familia
Cyatheaceae (Cyathea corcovadensis (Raddi.) Domin. e Cyathea microdonta (Desv.) Domin.) e Pteridaceae
(Pityrogramma  calomelanos (1..) Link. var.calomelanos, Adiantum curvatum, Adiantum glancescens e Adiantum
subcordatum) (Silva et al. 2007; Gragano et al. 2001).
Figura 11. Phlebodium decumannm (Willd.) J. Smith. (A) Secc¢ao transversal do mesofilo; (B) Seccao

transversal da nervura central; (C) Secgo transversal do mesofilo observando os esporangios; (D)
Seccao transversal do mesofilo (feixe vascular).

Fonte: Autores.

Em C. microdonta e em Rumobra adianfiformis, também podemos observar um mesofilo
homogéneo e compacto semelhante ao mesofilo de P. decumanum, mesmo tais espécies sendo

representantes de outras familias (Figura 11A) (Silva et al. 2007; Cavichiolo 2004).

Em outros representantes da familia Polypodiaceac o mesmo mesofilo homogéneo e
compacto pode ser visualizado, variando somente o nimero de células e espago intercelular, como é o

caso de C. major, C. repens, Niphidinm crassifolinm (Ferrari 2009).

Assim como em C. corcovadensis e P. denticulata var. denticulata, P. decumannum apresenta camadas
de esclerénquima (3-4) abaixo de ambas epidermes (abaxial e adaxial) (Silva et al. 2007; Gragano et al.

2001).
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Cavichiolo (2004) em seu trabalho mostra os esporangios de Rumobra adianfiformis (G. Forst.)
Ching que apresentam annulus verticais, resultando em deiscéncia transversal, como observamos em P.

decumanum (Figura 11C).

Observa-se na Figura 12 cortes transversais do rizoma, corados com Azul de Alcian /
Safranina. Visualiza-se nesta figura estruturas como: epiderme uniestratificada e sinuosa com cavidades
que saem as raizes laterais (que sio muito sensiveis e sio perdidas com a manipulagio do rizoma),
células parenquimaticas, acumulos de graos de amido e feixes vasculares, com a mesma disposi¢ao dos
outros 6rgaos, endoderme, periciclo, floema e xilema.

Figura 12. Phlebodinm decumanum (Willd.) J. Smith. (A) Feixe vascular do rizoma; (B) Epiderme do
rizoma; (C) Graos de amido na célula parenquimatica do rizoma (Azul de Alcian e Safranina); (D)

Graos de amido nas células parenquimaticas do rizoma; (E) Feixe vascular do rizoma (Reagente de
Steinmetz).

Fonte: Autores.

Observa-se na Figura 13 a microscopia do p6é do rizoma, utilizando Reagente de Steinmetz.
Visualiza-se estruturas como: células epidérmicas, tricomas tectores, grios de amidos e fragmentos de
vasos do xilema. Os pelos absorventes do rizoma que podem ser considerados tricomas, tem como
funcdo primordial a absorcdo de agua e sais minerais nela dissolvidos (Vannucci & Rezende 2003).
Esses pelos absorventes se tornam essenciais para P. decumanum ja que ela é uma planta epifita e

também por ser uma Pteridofita.
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Observa-se na Figura 14 a microscopia do pé da folha, utilizando-se Reagente de Steinmetz.
Visualiza-se estruturas como: esporangio da folha, células epidérmicas, fragmentos de vasos do xilema e
feixes de fibras.

Figura 13. Microscopia do P6 do rizoma de Phlebodinm decumanur: (Willd.) J. Smith. (A) Células

epidérmicas e tricoma tector; (B) Grio de amido; (C) Tricoma tector; (D) Raiz lateral com tricomas
tectores; (E) Fragmento de vaso do xilema; (Reagente de Steinmetz).

A

A

AR ITHRY

Fonte: Autores.

Figura 14. Microscopia do p6 da folha de Phlebodium decumannn (Willd.) J. Smith. (A) Esporangio;
(B) Fragmento de vaso do xilema; (C) e (D) Fragmento de vasos do xilema e células epidérmicas;

Fonte: Autores.

Fronteiras: Journal of Social, Technological and Environmental Science * http://petiodicos.unievangelica.edu.br/ fronteiras/
v.8, n.2, mai.-ago. 2019 * p. 348-371. « DOLI http://dx.doi.org/10.21664/2238-8869.2019v8i1.p348-371 » ISSN 2238-8869
364


http://periodicos.unievangelica.edu.br/fronteiras/

Morfoanatomia e Prospeccao Fitoquimica de Phlebodium decumanum
(Willd.) J.Sm. (Polypodiaceae)

Hallana Caroliny Paes de Oliveira; Matheus Gabriel de Oliveira; José Realino de Paula

Em toda a planta observa-se feixes vasculares concéntricos do tipo anficrival, onde o xilema se

encontra no centro da estrutura, sendo envolvido pelo floema. Tais feixes sdo caracteristicos de

pteridofitas (Oliveira & Akisue 1997; Ogura 1972).

O rizoma de P. decumanum apresenta aproximadamente 23 feixes vasculares de tamanhos
similares (Figura 12); o apice do peciolo de folha jovem apresenta 01 feixe de grande calibre e 03 feixes
de menor calibre (Figura 2); o apice do peciolo de folha adulta apresenta 01 feixe de grande calibre e 11
feixes de menor calibre (Figura 3 e Figura 4); a regido mediana do peciolo de folha jovem apresenta 02
feixes de grande calibre e 05 feixes de menor calibre (Figura 5 e Figura 6); a regido mediana do peciolo
de folha adulta apresenta 02 feixes de grande calibre e 10 feixes de menor calibre (Figura 7); a base do
peciolo de folha jovem apresenta 02 feixes de grande calibre e 03 feixes de menor calibre (Figura 8); a
base do peciolo de folha adulta apresenta 02 feixes de grande calibre e 10 feixes de menor calibre
(Figura 9); tais achados irdo variar conforme a espessura do peciolo e rizoma, quanto mais espesso o

6rgao, mais feixes vasculares sao necessarios para nuttir o 6rgao.

O tipo de estelo presente no rizoma ¢ o “Dictiostelo”, apresentando varios meristelos de
tamanhos semelhantes e cada qual com seu respectivo floema e xilema (Figura 12A); tais meristelos sao
separados por parénquima (Ogura 1972). Gattuso et al. (2008) observa o mesmo estelo em varias
espécies do género Phlebodinm incluindo a mesma espécie do presente trabalho. Gragano et al. (2001)
observaram diferentes estelos para a familia Pteridaceae, como o estelo “Grammitis” no género
Hemionitis e “Onoclea” em Pityrogramma. Também podemos classificar o meristelo do rizoma de P.

decumanum como “triarca” (Ogura 1972).

Ja o estelo do peciolo é do tipo “Polypodium”, onde observa-se dois meristelos de maior
calibre e trés ou mais meristelos de menor calibre (Figura 5D). Os meristelos menores estao situados na
face abaxial e os maiores na regido adaxial. Dessa forma, podemos verificar esse modelo na regiao basal
e na regiao mediana do peciolo, ao se aproximar do apice, os dois meristelos de maior calibre irdo se
unir e formar um unico metristelo em forma de u ou v (Ogura 1972). Podemos observar que essa fusao
dos feixes, proximo a lamina foliar é recorrente e ndo somente na familia Polypodiaceae, mas também

em familias como Pteridaceae (Gragano et al. 2001).

Em Pecluma recurvata, Serpocanlon sehnemii e Serpocanlon fraxinifolinm, da familia Polypodiaceae

(Ferrari 2009) a fusao dos meristelos também foi evidenciada.
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No peciolo e no rizoma de P. decumannm pode-se observar o parénquima de preenchimento
entre os meristelos e também espessamento em U na parede inferior da endoderme (paredes periclinais

internas) (Figura 5F).

Enquanto a espécie Pityrogramma calomelanos var. calomelanos no trabalho de Gragano et al.
(2001) apresenta a maior quantidade de meristelos dentre os quatro géneros estudados, P. decumanum no
presente trabalho, apresenta 04 meristelos somente no apice do peciolo de folha jovem, nos demais
cortes, a quantidade de meristelos alcanca até 12 meristelos no peciolo e 23 no rizoma. Esse fato
demonstra mais uma vez a importancia dos feixes vasculares para a taxonomia (Ogura 1972; Tryon &

Tryon 1982).

A maior parte dos cortes de peciolo apresentam a epiderme uniestratificada seguida por
aproximadamente 06 camadas de esclerénquima (Figura 2, Figura 3, Figura 5 e Figura 9), situagao
também encontrada em outras espécies de pteridofitas, como Cyathea corcovandesis e Cyathea microdonta
(Silva et al. 2007), espécies dos géneros Adiantum, Hemionitis, Pityrogramma e Pteris (Gragano et al. 2001) e

em Anemia villosa da familia Schizaeaceae (Ribeiro et al. 2007).

Em C. major espécie da familia Polypodiaceae assim como P. decumanum, podemos visualizar as

mesmas camadas de esclerénquima, que contorna o peciolo em toda sua extensao (Ferrari 2009).

Em  Niphidinm crassifolinm semelhante com P. decumanum, pode-se observar também a
endoderme com espessamento em “U”, e diferente de P. decumanum, observa-se uma grande quantidade
de compostos fendlicos (Figura 5F e Figura 5G) (Ferrari 2009). Gattuso et al. (2008) observa o mesmo
espessamento em “U” na endoderme do rizoma de 03 espécies diferentes do género Phlebodium,

incluindo a espécie de P. decumanunm.

A Tabela 1 mostra alguns parametros para o controle de qualidade desta droga vegetal. A
determinagdo do teor de cinzas permite a verificagao de impurezas inorganicas nao-volateis que podem
estar presentes como contaminantes. As cinzas totais incluem as derivadas do tecido vegetal (cinzas
fisiologicas) e de materiais estranhos, especialmente areia e terra. Cinzas insoluveis em 4acido
compreendem o residuo obtido na fervura de cinzas totais, apos filtragem, lavagem e incineragao. Esse

método visa determinar silica e constituintes silicosos da droga (Farmacopeia Brasileira 2010).

A presenca excessiva de agua em drogas vegetais ¢ uma caracteristica indesejada devido a alta
probabilidade de aparecimento de microrganismos, insetos, reagoes como hidrolise e atividade
enzimatica, levando a deterioracio dos constituintes da droga. Por isso, é tdo importante ter

estabelecido limites de umidade para drogas vegetais (Farmacopeia Brasileira 2010). A folha de P.
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decumanum portanto apresenta uma umidade de 7%, enquanto o rizoma apresenta uma umidade de

5,6%.

Outro parametro analisado foi o indice de intumescéncia, que avalia volume ocupado pelo
intumescimento de 01 g da droga com a adi¢do de algum agente intumescente; na folha de P. decumanum
foi 5,2 ml e no rizoma 3,9 ml. Parametro importante para verificar a presenca de mucilagem na droga

vegetal (Farmacopeia Brasileira 2010).

Tabela 1. Resultados para parametros de controle de qualidade da planta P. decumanum.

Folha Rizoma
Cinzas Totais 4,32% (+ 0,118) 5,5907% (% 0,1745)
Cinzas Insoluveis 0,865% (% 0,0459) | 0,19963% (£ 0,08797)
Umidade 7,13% (£ 0,709) 5,596% (£ 0,454)
Indice de Intumescéncia | 5.2 ml (* 0,173) 3,86 ml (£ 1,09696)

Fonte: Autores.

Na prospeccao fitoquimica (Tabela 02) de P. decumanum o rizoma apresenta heterosideos
flavonoides e heterosideos cumarinicos; e as folhas apresentam heterosideos flavonoides, cumarinicos e
cianogenéticos. Trabalhos como de Gomes and Wallace (1986) confirmam a presenca de flavonoides
nas folhas e rizomas de P. decumanum, ja que eles identificaram o flavonol- O-glycosides e também o
campferol-3-O-ribosidena, sendo este um dos primeiros estudos de isolamento com esta planta. Nilesh
et al. (2011) isolaram além de flavonoides e acidos graxos, saponinas, assim como no estudo realizado
por Kim et al. (1988), onde isolaram o polipodosideo A e polipodosideo B. No presente trabalho nio
encontramos na prospece¢ao fitoquimica a presenca de saponinas, mas levando-se em consideracio que
plantas foram coletadas em diferentes regioes, podem produzir diferentes constituintes, sendo aceitavel

essa diferenca entre os trabalhos.

Tabela 2. Resultado da prospecgio fitoquimica de Phlebodium decumanun (Willd.) J. Smith.

Folha Rizoma
Heterosideos flavonoides + +
Heterosideos cumarinicos + +
Heterosideos cianogenéticos + =
Heterosideos digitalicos - -
Heterosideos antraquinénicos - =
Taninos - -
Alcaléides - -
Heterosideos saponinicos - (Indice de espuma < 100) | - (Indice de espuma < 100)

Fonte: Autores.

Com o resultado positivo para flavonoides, na prospeccao fitoquimica, partiu-se entao para o
doseamento, que quantificou os flavonoides nas folhas e rizomas de P. decurmanum obtendo valores de

1,3% e 0,1% respectivamente. As folhas apresentaram uma maior quantidade de flavonoides podendo
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ter a interferéncia da clorofila a, ja que a mesma apresenta um pouco de absor¢ao abaixo de 400 nm,
nao somente no UV visivel, levando em consideracio que nossa quantificagio foi feita em 361 nm,
além de carotenoides incolores que também absorvem abaixo de 400 nm (Angelo & Jorge 2007; Buriol

et al. 2009; Marques et al. 2012; Santi et al. 2014; Marcucci et al. 1998; Villela 1976). O desenvolvimento

de um método cromatografico, devidamente validado, poderia nos fornecer resultados mais precisos.

A presenca de heterosideos cianogenéticos nas folhas de P. decumanum permite ressaltar que
tais folhas se ingeridas frescas podem levar a um quadro de intoxicagdio por HCN, ja que um
heterosideo cianogenético quando hidrolisado (enzimaticamente) da origem a um aldeido ou uma
cetona, ao acucar ¢ ao HCN. Mas por ser volatl o HCN, ao ferver ou dessecar as folhas,
provavelmente tais compostos sao perdidos, diminuindo o risco de intoxica¢ao dependendo do tempo

de aquecimento (Simdes et al. 2010).

CONCLUSAO

A partir destes estudos, maior conhecimento sobre pteridéfitas foram obtidos, como a
anatomia vegetal de P. decumanum , confirmando varios aspectos que caracterizam o género em questao:
feixes vasculares concéntricos do tipo anficrival, estelo presente no rizoma classificado como
“Dictiostelo”, o meristelo do tizoma de P. decumanum como “‘triarca”, suas folhas classificadas como
hipoestomaticas e também sua prospec¢ao fitoquimica que detectou a presenga de heterosideos
flavonoides e heterosideos cumarinicos na folha e no rizoma e heterosideos cianogenéticos somente
nas folhas. Além do doseamento de flavonoides que nos permite comparar o teor de 1,3% e 0,1% da
folha e rizoma respectivamente com o teor de flavonoide dessa mesma espécie em regides diferentes.
Tais analises permitiram caracterizar melhor esta planta e auxiliar no controle de qualidade desta droga

vegetal, além de possibilitar futuros interesses em estudos de isolamento de constituintes quimicos e

suas respectivas caracterizagoes.
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Morpho-Anatomy and Phytochemical Screening of
Phlebodium decumanum (Willd.) J.Sm. (Polypodiaceae)

ABSTRACT

Phlebodium decumannm is populatly used in infusion for the treatment of inflammatory and skin diseases.
In order to establish quality control parameters of the species collected in Goiania (GO), the
morphological description of the leaves and rhizomes was carried out by observing the general
structures of the species, the anatomical description, the phytochemical screening and flavonoid
content. In the anatomical study, it was observed amphicrival vascular bundles and the stele of the
polypodium and dictiostele type, for petiole and rhizome, respectively. The leaf is hypoestomatic and its
stomata are diacytic, with sinuous cell walls of the epidermis on the abaxial and adaxial surface. The
leaves had higher flavonoid content than the rhizomes, with 1.3% and 0.1%, respectively. The
anatomical aspects observed are characteristic of pteridophytes, in phytochemical screening, the

presence of flavonoids is in agreement with other phytochemical studies.

Keywords: Pteridophytes; Quality Control; Quantitative Analysis; Plant Anatomy.
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