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adamantinum Schott (Araceae): espécie endêmica da Cadeia do Espinhaço
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RESUMO
Objetivo: Realizar estudos histoquímicos, fitoquímicos e quantificar flavonoides totais,

avaliar a atividade antimicrobiana e antioxidante das folhas de Philodendron adamantinum
(Araceae) espécie rupícola, endêmica da Cadeia do Espinhaço de Minas Gerais. há uma boa
dispersão de sementes/frutos com o aumento da distância, o que pode ser a principal causa
de determinação do padrão espacial aleatório observado para A. vitrivir. Metodologia:
Prospecção
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Prospecção histoquímica foi realizada com o material a fresco, e triagem fitoquímica a partir
de folhas secas, submetidas à extração hidroalcóolica, seguido de partição com diclorometano
e acetato de etila. Foram realizadas: quantificação de flavonoides totais; capacidade
antioxidante pelo ensaio do radical livre DPPH; avaliação da atividade antimicrobiana em
cinco linhagens de micro-organismos patogênicos (Escherichia coli, Pseudomonas
aeruginosa, Sthaphylococcus aureus, Klebsiella pneumoniae, Candida albicans), pelo método
de difusão em disco impregnados com 10 µL do extrato hidroalcoólico dissolvido em
dimetilsufóxido (DMSO). Resultados: A triagem fitoquímica demonstrou a presença de
alcaloides e flavonoides. O teor de flavonoides foi de 51,43 (±0,022) mgEqR/g. Na fração
acetato de etila foi observada elevada capacidade antioxidante (EC50= 13,9 µg/mL ± 0,003)
em comparação as demais frações e extrato hidroalcóolico avaliados (extrato hidroalcóolico,
partição diclorometano alcaloide e partição diclorometano flavonoide). No extrato
hidroalcoólico não foi observada atividade antimicrobiana para os micro-organismos
avaliados. Considerações finais: A espécie tem potencial antioxidante promissor para
indústria cosmética e farmacêutica. Apresenta altos teores de fitocomponentes bioativos,
como taninos, flavonoides e alcaloides, que justifica a continuidade de novas pesquisas com a
espécie.

Palavras-chave: Antioxidantes; Flavonoides; Alcaloides; Histoquímica.

ABSTRACT

Objective: To conduct histochemical and phytochemical studies, quantify total
flavonoids, and evaluate the antimicrobial and antioxidant activity of the leaves of
Philodendron adamantinum (Araceae), a rupicolous species endemic to the Espinhaço
Range in Minas Gerais. Methodology: Histochemical prospection was performed with fresh
material, and phytochemical screening was done with dried leaves, subjected to
hydroalcoholic extraction followed by partitioning with dichloromethane and ethyl acetate.
The following were carried out: quantification of total flavonoids; antioxidant capacity via
the DPPH free radical assay; and evaluation of antimicrobial activity against five strains of
pathogenic microorganisms (Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus
aureus, Klebsiella pneumoniae, Candida albicans), using the disk diffusion method with
disks impregnated with 10 µL of hydroalcoholic extract dissolved in dimethyl sulfoxide
(DMSO). Results: Phytochemical screening demonstrated the presence of alkaloids and
flavonoids. The flavonoid content was 51.43 (±0.022) mgEqR/g. The ethyl acetate fraction
showed high antioxidant capacity (EC50= 13.9 µg/mL ± 0.003) compared to the other
fractions and the hydroalcoholic extract evaluated (hydroalcoholic extract, dichloromethane
partition alkaloid, and dichloromethane partition flavonoid). The hydroalcoholic extract
showed no antimicrobial activity against the evaluated microorganisms. Conclusions: The
species has promising antioxidant potential for the cosmetic and pharmaceutical industries. It
exhibits high levels of bioactive phytocomponents, such as tannins, flavonoids, and
alkaloids, which justifies the continuation of further research on the species.

Keywords: Antioxidants; Flavonoids; Alkaloids; Histochemistry.
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INTRODUÇÃO

O gênero Philodendron Schott é de ocorrência neotropical e um dos mais importantes

na família Araceae, com 487 espécies descritas1. Na medicina popular, espécies do gênero

Philodendron são utilizadas para tratar micoses e conjuntivites², febres, malária, problemas

hepáticos, dores de cabeça, além de possuírem propriedades antiprotozoárias³, eficazes contra

Trypanosoma cruzi e Trichomonas vaginalis, assim como atividades antiofídicas,

antimicrobianas e antioxidantes⁴. Também há evidências biológicas das atividades

antinociceptiva e anti-inflamatória⁵.

A identificação de novas biomoléculas a partir dos estudos sobre os metabólitos

secundários das plantas apresenta um grande potencial de aplicação em diversas áreas. Além

disso, é fundamental identificar os órgãos das plantas que contêm as substâncias ativas em

maiores concentrações, a fim de direcionar o uso de fragmentos vegetais como fármacos⁶,⁷.

Nesse contexto, a análise histoquímica possibilita uma rápida avaliação preliminar do

potencial medicinal das plantas⁸,⁹, além de reduzir os custos na prospecção de novos

medicamentos¹⁰,¹¹.

A abrangência de atuação dos metabólitos secundários abre inúmeras possibilidades de

estudo de compostos contra resistência microbiana às drogas sintéticas12,13, bem como contra

doenças degenerativas decorrentes do estresse oxidativo, causado por radicais livres.

Compostos antioxidantes presentes em muitas plantas podem proteger as células contra o

desequilíbrio causado por Espécies Reativas de Oxigênio (EROs)14, 15.

Dentre os compostos presentes nos metabólitos secundários estão aqueles que exibem

capacidade antioxidante e antimicrobiana, como os flavonoides. Essas substâncias foram

associadas com efeitos positivos no sistema cardiovascular, em células cancerígenas e

enfermidades neurológicas e atividade antifúngica e antibacteriana16,17,18,19.

Amplamente utilizados nas descobertas de drogas, os alcaloides são metabólitos

secundários, presentes em organismos vivos, com uma variedade de tipos de estrutura,

caminhos biossintéticos e exibem um grande espectro de atividades farmacológicas20. Dos 27
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tipos de alcaloides classificados, 22 são originados de plantas superiores, como a pirrolidina

isolada de tubérculos de Arisarum vulgare (Araceae)21. A variedade de atividades biológicas

dos alcaloides inclui: atividades anti-inflamatória e analgésica22; anti-amnésica23; antitumoral

e citotóxica como relatadas em espécies do gênero Pinellia (Araceae)24, bem como atividade

antidiabética, sedativa, analgésica, antipirética, antibacteriana, antifúngica, antiviral25.

Neste sentido, estudos de prospecção fitoquímica em espécies do gênero Philodendron

são importantes, frente aos relatos das atividades atribuídas aos compostos secundários

produzidos pela planta, e devido aos estudos limitados acerca da composição química e

atividade biológica de espécies do gênero.

A espécie Philodendron adamantinum Mart. ex. Schott (1856) se destaca na família

Araceae pelo seu endemismo, de ocorrência restrita do Cerrado na Cadeia do Espinhaço no

estado de Minas Gerais. É uma espécie rupícola, cresce exclusivamente em afloramentos de

quartzito e arenito, e possui porte arbustivo, que pode atingir até 1,5 m de altura26. O Cerrado

apresenta diversos pontos de endemismo, como a Cadeia do Espinhaço, nomeada como

reserva da biosfera pela Organização das Nações Unidas para a Educação, a Ciência e a

Cultura (UNESCO)27. Estudos que compreendam desde os aspectos ecológicos ao possível

potencial farmacológico de espécies endêmicas, como a P. adamantinum, são necessários.

Assim, objetivou-se neste trabalho realizar estudos histoquímicos, fitoquímicos e quantificar

flavonoides totais, avaliar a atividade antimicrobiana e antioxidante das folhas de P.

adamantinum, com vista ao potencial farmacológico e utilização sustentável da espécie.

MÉTODOS

Material vegetal

Folhas de P. adamantinum foram coletadas no Parque Estadual do Rio Preto,

localizado no município de São Gonçalo do Rio Preto (18°00’23.73”S; 43°23’42.72”O),

Minas Gerais (Autorização da Coleta IEF 023/2015) e identificação botânica pelo professor

Dr. Santos D’Angelo Neto (Universidade Estadual de Montes Claros - UNIMONTES). A

exsicata foi depositada no herbário da UNIMONTES (Voucher 3818). O material foliar foi
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acondicionado em sacos de papel e armazenado em câmara fria à 5º C até o momento das

análises.

Análise Histoquímica

Testes histoquímicos foram realizados em secções transversais de folhas frescas,

obtidas, à mão livre, com auxílio de uma lâmina de barbear. Foram realizados testes com

p-dimetilaminocinamaldeído (DMACA) para a identificação de flavonoides28,29 e com

reagente de Dragendorff para a identificação de alcaloides30,31. Testes controle foram

realizados segundo recomendação dos autores. A documentação fotográfica foi realizada com

câmera digital e software de captura de imagem MoticImages Plus 2.0 (Motic Electric Group,

Xiamen, China), acoplada à microscópio óptico Eclipse E-200 (Nikon, Tokio, Japão).

Análise Fitoquímica

O material vegetal foi desidratado por 48h em estufa a 60°C, triturado em moinho

mecânico, armazenado em saco de papel devidamente identificado e refrigerado a -10 °C. O

material pulverizado foi submetido à triagem fitoquímica quanto à presença de flavonoides,

taninos e alcaloides, de acordo com protocolos12,32.

Preparação do Extrato e Partições

O material vegetal pulverizado foi utilizado para a obtenção do extrato hidroalcóolico

(EH)³³, com modificações. Foram utilizadas 10 g do material vegetal pulverizado em 100 mL

de uma solução de etanol/água (7:3 v/v). Em seguida, foram preparadas as partições³⁴ de

flavonoides em diclorometano e acetato de etila (F1 e F2), utilizando 2,5 g do material

pulverizado, solubilizado em 30 mL de metanol/água (9:1). O material foi então filtrado e

particionado com diclorometano (3x 50 mL) e acetato de etila (3x 50 mL). Para a obtenção da

partição de alcaloides³⁵ em diclorometano (F3), 2,5 g do material pulverizado foram

adicionados a 50 mL de uma solução de metanol/água 70%, sendo a mistura submetida a

ultrassom por 20 minutos. Em seguida, a solução foi centrifugada a 500 rpm por 20 minutos.

O sobrenadante foi retirado com o auxílio de uma pipeta de Pasteur e, posteriormente,

filtrado. O pH do filtrado foi ajustado para 10, com a adição de hidróxido de amônio 0,1
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mol/L. A solução ajustada foi transferida para um funil de separação e foi realizada uma

extração com diclorometano (3x 50 mL) à temperatura ambiente. A fase diclorometano (mais

densa) foi separada da fase aquosa e o solvente foi evaporado em estufa a 40 °C até completa

desidratação.

Quantificação de Flavonoides Totais

O teor de flavonoides totais36 do extrato hidroalcoólico foi determinado por

espectrofotometria de UV, visível a 425 nm com cloreto de alumínio. O teor de flavonoides

foi mensurado através da equação da reta obtida pela curva padrão de rutina (y = 0,0134x –

0,0213 e R2 = 0,9953), nas concentrações 20, 25, 30, 35, 40 e 45 µg/mL e foram expressos em

mg de rutina/g extrato. As análises de regressão linear e comparação de médias foram

realizadas a partir dos resultados em triplicata, registradas e avaliadas com auxílio do

programa BioEstat 5.3 e Microsoft-Excel 2010.

Capacidade Antioxidante

A capacidade antioxidante do extrato hidroalcóolico e partições foram mensuradas

pelo ensaio do radical 2,2-difenil-1-picrilhidrazil (DPPH), com modificações definidas na

bancada37. Foram preparadas soluções estoque do extrato hidroalcoólico e das partições F1,

F2 e F3 a 500 µg/mL em etanol PA. Para os testes foi utilizada solução etanólica de DPPH (40

µg/mL).

Alíquotas de 0,5 mL do EH (10, 20, 30, 40, e 50 µg/mL), da fração F1 (200, 220, 240,

260, 280 e 300 µg/mL), F2 (10, 12, 14, 16, 18, e 20 µg/mL) e F3 (50, 100, 150, 200, 250, 300

µg/mL) foram misturados com 3 mL de solução de DPPH (40 µg/mL). As análises foram

realizadas em triplicata com utilização de ácido gálico como solução padrão. Os valores de

EC50 foram calculados38,39 pela equação da reta, gerada da plotagem da porcentagem de

capacidade (ação) antioxidante (%AA) x concentração da amostra, em que o valor da variável

y é substituído por 50, para obter-se a concentração da amostra capaz de reduzir em 50% o

DPPH.
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Atividade Antimicrobiana do Extrato Hidroalcoólico

A avaliação da atividade antimicrobiana foi realizada pelo método de difusão em disco

conforme preconizado pelo Clinical and Laboratory Standards Institute40. Foram utilizadas

cinco linhagens de micro-organismos patogênicos, duas gram-negativas: Escherichia coli

(ATCC 8739) e Pseudomonas aeruginosa (ATCC 27853); duas gram-positivas:

Sthaphylococcus aureus (ATCC 25923) e Klebsiella pneumoniae (ATCC 13883); e uma

levedura: Candida albicans (ATCC 18804). As suspensões de micro-organismos-testes foram

preparadas em solução de água peptonada 0,1% com turvação equivalente a escala de

McFarland40 0,5 (1,5 x 108 células/mL). Os micro-organismos foram inoculados com auxílio

de um swab estéril, em placas de Petri previamente preparadas com ágar Brain Heart Infusion

(BHI) e ágar biológico. Disco Blank estéreis de 6 mm de diâmetro (Cecon) foram

impregnados com 10µL do extrato hidroalcoólico dissolvido em dimetilsufóxido (DMSO) e,

posteriormente, colocados sobre a superfície do ágar inoculado. Após incubação das placas a

35 ºC por 48 horas, foi verificada a presença dos halos de inibição em torno dos discos. Foi

utilizado o DMSO como controle negativo e, como controles positivos, os antibióticos

cloranfenicol (30 µg) e tetraciclina (30 µg).

RESULTADOS

Análises Histoquímica e Prospecção Fitoquímica

A análise histoquímica (Fig. 1A-C) evidenciou acúmulo de alcaloides (Fig. 1C) e

flavonoides (Fig. 1B) na nervura mediana e no mesófilo. A prospecção fitoquímica

evidenciou a presença de alcaloides e flavonoides (Tabela 1). Os alcaloides constituem um

vasto grupo de metabólitos secundários nas plantas, que acumulam-se nos vacúolos, em

especial nas células epidérmicas e hipodérmicas e lacticíferos. Para detecção de alcaloides, o

reagente de Dragendorff é o mais utilizado, pois permite detectar a presença do azoto da

molécula. Esse reagente cora a maioria dos alcalpides de laranja-acastanhado30,31.
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Figura 1. Testes histoquímicos em secções de folhas de Philodendron adamantinum. (A)
Branco. (B) Flavonoides (vermelho com DMACA). (C) Alcaloides (castanho com
Dragendorff). ab: epiderme abaxial; ad: epiderme adaxial; cu: cutícula; pp: parênquima
paliçádico; sp: parênquima lacunoso; vb: feixe vascular. Barras = 100 μm.

A triagem fitoquímica realizada no extrato hidroalcóolico de P. adamantinum indicou

a presença de taninos, flavonoides e alcaloides (Tabela 1).
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Tabela 1 – Triagem fitoquímica em folhas de P. adamantinum

Metabólitos Reagentes Resultado

Taninos

Cloreto férrico
Solução aquosa de alcaloides
Acetato neutro de chumbo
Ácido acético glacial + acetato de chumbo

+
-
+
+

Flavonoides Shinoda
Cloreto de alumínio

+ + +
+ + +

Alcaloides Drangendorff + +
(-) Negativo, (+) fracamente positivo, (++) Moderadamente positivo, (+++) fortemente positivo.

Flavonoides Totais e Capacidade Antioxidante

O conteúdo de flavonoides totais encontrado nas folhas de P. adamantinum foi de

51,43 ± 0,022 mgEqR/g. Foi observada capacidade antioxidante nas amostras do EH e das

partições de P. adamantinum, quando comparada ao padrão ácido gálico (EC50= 1,22 µg/mL ±

0,022). Dentre as amostras avaliadas, a partição F2 foi a que evidenciou maior capacidade

antioxidante (EC50= 13,9 µg/mL ± 0,003), seguido do EH (EC50= 53,6 µg/mL ± 0,002), F3

(EC50= 275,9 µg/mL ± 0,002) e F1 (EC50= 337,1 µg/mL ± 0,229).

Atividade Antimicrobiana

O extrato hidroalcóolico (EH) não demonstrou atividade antimicrobiana contra

nenhum dos micro-organismos testados (bactérias e levedura), uma vez que nenhum halo de

inibição não foi igual ou superior a 7 mm (referência do 7 mm)40. Os controles negativos

(DMSO) e positivos (cloranfenicol e tetraciclina) tiveram os resultados esperados.

DISCUSSÃO

Análises Histoquímica e Fitoquímica

A caracterização anatômica e química de espécies de uso medicinal é uma exigência

dos órgãos governamentais na formulação de novos fármacos (ANVISA, Resolução da

Diretoria Colegiada RDC N° 26, 2014). As técnicas histoquímicas são rápidas, de baixo custo
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e permitem uma avaliação preliminar da localização das classes de metabólitos, o que facilita

o estudo de princípios ativos por meio da biotecnologia, além de minimizar os custos do

desenvolvimento de novos fitoterápicos³³,⁴¹,⁴². As análises histoquímicas e a triagem

fitoquímica realizadas em folhas de P. adamantinum revelaram a presença de metabólitos de

comprovada importância terapêutica: flavonoides e alcaloides.

Os flavonoides podem ser localizados em idioblastos secretores distribuídos pelo

parênquima clorofiliano, como observado em seções transversais do mesófilo de espécies do

gênero Philodendron. Esses compostos desempenham funções importantes na proteção das

plantas contra herbivoria, radiação ultravioleta e ação de patógenos, além de estarem

relacionados à atração de insetos polinizadores e atuarem como antioxidantes⁴³,⁴⁴.

Os alcaloides, na forma de sais orgânicos, constituem um vasto grupo de metabólitos

secundários que podem ser encontrados em diversos órgãos, tecidos e estruturas secretoras de

plantas¹¹. Acredita-se que os alcaloides tenham função de proteção contra herbivoria e atuem

como reserva para a síntese de proteínas⁴⁵. Extratos vegetais contendo alcaloides de espécies

do gênero Lycopodium demonstraram inibição significativa da enzima acetilcolinesterase,

além de efeitos antioxidantes em áreas do cérebro relacionadas às funções cognitivas⁴⁶. Essa

ação pode representar uma importante estratégia terapêutica para o tratamento de doenças

neurodegenerativas⁴⁷,⁴⁸, como a Doença de Alzheimer.

Flavonoides Totais e Capacidade Antioxidante

Dentre os compostos fenólicos, os flavonoides compõem um dos grupos de polifenóis

mais estudados, especialmente por suas propriedades antiproliferativas, anti-inflamatórias e

imunomoduladoras, que têm sido amplamente atribuídas a esses compostos¹⁹,⁴⁵. O teor de

flavonoides da espécie em estudo foi cinquenta vezes superior ao encontrado em

Philodendron megalophyllum Schott (Araceae), planta utilizada na medicina popular por suas

propriedades antiofídicas⁴. Em Colocasia esculenta L. Schott (Araceae), conhecida por seu

potencial antioxidante⁴⁹, o teor de flavonoides foi de 61 ± 9 mgEqAG/100 g. Estudos indicam

que a presença de compostos fenólicos pode estar associada a características ambientais,

como maior intensidade luminosa e escassez hídrica⁵⁰.
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Os extratos demonstraram grande potencial antioxidante, o que pode estar relacionado

à presença de compostos fenólicos, como os flavonoides, tornando a espécie uma promissora

fonte de fitoantioxidantes, com aplicações na indústria cosmética e farmacêutica. Entretanto, a

vulnerabilidade da espécie merece destaque, pois ela ocorre em uma região com uma das

vegetações de maior índice de endemismo, mas também sujeita a alta pressão antrópica.

Em estudos com extratos foliares de Psidium cattleianum Sabine (Myrtaceae), planta

utilizada no tratamento de distúrbios dolorosos, a capacidade antioxidante foi considerada

significativa³³. Em folhas de Alocasia macrorhiza (Linn.) G. Don e Alocasia fornicata

(Roxb.) Schott, espécies de Araceae importantes como alimento e na medicina popular da

Ásia e África, análises fitoquímicas indicaram a presença de atividade antioxidante⁵¹.

Outra espécie de Araceae, Culcasia angolensis Welw. ex Schott, é tradicionalmente

utilizada para controlar febre, dores e inflamações. Um estudo verificou que o extrato

metanólico das folhas dessa planta é constituído por metabólitos farmacologicamente ativos

com propriedades antinociceptivas, anti-inflamatórias e antipiréticas⁵².

Resultados sugerem que extratos foliares de Mentha rotundifolia L., utilizada na

medicina popular argelina, possuem atividades analgésica e anti-inflamatória, podendo

também proteger tecidos contra o estresse oxidativo devido às suas propriedades

antioxidantes⁵³.

O extrato hidroalcóolico (EH) apresentou um resultado significativo (EC50 = 53,6

µg/mL ± 0,002), superior às demais partições (F1 e F3). Isso sugere possíveis interações

sinérgicas, uma vez que o extrato hidroalcóolico contém diversos princípios ativos com o

mesmo efeito⁵⁴, assim como já foi relatado para uma espécie do mesmo gênero, P. scrabum⁵⁵.

Atividade Antimicrobiana

Não foi observada ação antimicrobiana nas concentrações avaliadas do extrato

hidroalcóolico (EH). Por outro lado, as frações F1, F2 e F3, bem como os compostos isolados

da espécie, devem ser testados quanto à atividade antimicrobiana, considerando a riqueza em

flavonoides e alcaloides presentes. Metabólitos como os flavonoides apresentam atividade

antimicrobiana, demonstrada pela produção de fitoalexinas em resposta a ataques de

micro-organismos à planta⁵⁶, atuando como antifúngicos, antibacterianos e antivirais¹⁸. Já os
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alcaloides possuem atividade antimicrobiana contra bactérias gram-positivas e

gram-negativas⁵⁷, além de também atuarem contra cepas de leveduras de Candida sp.⁵⁸

Outras espécies do gênero Philodendron têm valor medicinal e são ricas em compostos

fenólicos⁵⁹. P. adamantinum é uma espécie endêmica do ambiente em que ocorre, considerado

um hotspot para a conservação da biodiversidade. Considerando a inexistência de estudos

químicos e microbiológicos sobre a espécie, bem como seu potencial medicinal e valor

ecológico, o presente trabalho traz informações que indicam a espécie como candidata

promissora para a prospecção de compostos bioativos.

CONSIDERAÇÕES FINAIS

Neste estudo, foi demonstrado que o extrato hidroalcoólico das folhas de Philodendron

adamantinum (Araceae) contém fitocomponentes bioativos, como taninos, flavonoides e

alcaloides. Embora a capacidade antioxidante e o teor de flavonoides sejam elevados,

sugerindo possíveis ações farmacológicas, a atividade antimicrobiana não foi observada.

Esses resultados indicam que o isolamento desses compostos em investigações futuras poderá

contribuir para a elucidação de outras possíveis atividades farmacológicas.
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