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RESUMO

A busca por novos agentes terapéuticos tem sido direcionada por conhecimentos
populares, adquiridos ao longo da historia, onde as plantas medicinais tém representado um
importante arsenal na busca por novas substancias. Dentre as espécies de potencial
terapéutico conhecido, tem-se Tillandsia recurvata, caracterizada como uma epifita vascular
nativa, encontrada em toda costa do Brasil, popularmente utilizada no tratamento de tosse,
febre, dores e infecgdes. O interesse por esta espécie deve-se ao fato de que, além de ser
popularmente conhecida por seus efeitos antimicrobianos e apresentar ampla distribuicdo em
toda Ameérica tropical, os escassos estudos existentes na area ndo foram conclusivos a
respeito de qual grupo de moléculas é o responsavel pelas propriedades desse taxa. Esse
trabalho teve como objetivo realizar a analise farmacogndstica desta espécie, abordando
assim trés pontos: caracterizacdo boténica, fitoquimica e doseamento de polifendis e
flavonoides. Além disso, foi realizada a avaliacdo da atividade antimicrobiana frente a
microrganismos multirresistentes. Para a caracterizacdo boténica, secgdes transversais e
paradérmicas das laminas foliares foram realizadas, revelando a presenca de diversos
estdmatos e tricomas modificados por toda a superficie, sendo esta uma caracteristica
importante para a sua adaptacdo a ambientes em que a escassez de dgua e nutrientes é um
fator determinante. A partir do perfil fitoquimico tracado, foi possivel observar a presenga
de compostos como terpenos, fenilpropanoglicosideos e flavondides resultantes de seu
metabolismo secundério, encontrando-se propor¢6es de 14,6% para fendis totais e 0,021 g%
de flavonoides. O ensaio de atividade antimicrobiana revelou uma maior eficiéncia dos
extratos sobre as cepas de microrganismos Gram positivos, sendo mais ativo contra
Staphylococcus aureus e Enterococcus faecalis. O ensaio de atividade citotoxica
demonstrou que os extratos apresentam atividade moderada para as linhagens neoplasicas
testadas, sendo que o extrato hexanico apresenta-se muito ativo contra células de tumor de
laringe. Os resultados obtidos permitiram a determinacdo dos principais aspectos
farmacognosticos referentes a espécie citada e contribuiram com a comprovacéo cientifica

acerca de suas propriedades biologicas, conhecidas pelo uso popular.

Palavras-chave: caracterizacdo farmacognostica, resisténcia microbiana, atividade

citotoxica.



ABSTRACT

The search for new therapeutic agents has been guided by popular knowledge,
acquired throughout the history, where medicinal plants have represented an important body
in the search for new substances. Among the species of known therapeutic potential, it has
been Tillandsia recurvata, characterized as a vascular epiphyte native, found throughout the
coast of Brazil, popularly used in the treatment of cough, fever, pain and infection. Interest
in this species due to the fact that, besides being popularly known for its antimicrobial
effects and have a wide distribution throughout tropical America, the few studies in the area
were not conclusive as to which group of molecules is responsible to the properties of this
taxa. This work was aimed the pharmacognostic analysis of this species, thereby addressing
three points: botany characterization, phytochemistry and determination of the polyphenols
and flavonoids. Furthermore, the assessment was conducted of the antimicrobial activity of
this rate against multiresistant microorganisms. For the botanical characteristics, paradermic
and cross sections of leaf blades was performed revealing the presence of many stomata and
modified trichomes over the entire surface, which is an important feature for their adaptation
to environments where the scarcity of water and nutrients is a determining factor. From the
phytochemical profile, it was possible to observe the presence of compounds such as
terpenes, flavonoids and phenylpropane glycosides resulting from their secondary
metabolism, being ratios of 14,6% for total phenols and 0,021 g% flavonoids. The assay of
antimicrobial activity, revealed a higher efficiency of the extracts on the strains of Gram
positive, being more active against Staphylococcus aureus and Enterococcus faecalis. The
cytotoxic assay showed that the extracts have moderate activity for neoplastic strains tested,
and the hexane extract has high activity against tumor cells of the larynx. The results helped
to determine the main aspects related to the species cited pharmacognostic and contributed

to the scientific evidence about its biological properties, known for popular use.

Keywords: Pharmacognostic characterization, bacterial resistance, cytotoxic activity.
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OBJETIVOS

GERAL

Caracterizacdo boténica e fitoquimica com quantificacdo dos grupos de
metabdlitos secundarios majoritérios, além de estudos de atividade bioldgica (antibacteriana

e citotoxica) de Tillandsia recurvata L. (Bromeliaceae).

ESPECIFICOS

e Caracterizar anatomicamente a espécie;

e Realizar perfil fitoquimico evidenciando os principais grupos de metabdlitos
secundarios;

e Quantificar o teor de polifendis e flavondides presentes nesta espécie;

e Avaliar atividade antibacteriana frente a diferentes cepas multirresistentes;

e Determinar a citotoxicidade frente a trés linhagens de células tumorais de

pulmdo, cblon e laringe;
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Tillandsia recurvata L.
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1. INTRODUCAO

Estudos arqueoldgicos indicam que o epifitismo vascular existe desde, pelo menos, o
periodo carbonifero (ha aproximadamente 300 milhdes de anos) e, para muitas das espécies
atuais, esses padrdes antigos ainda persistem. Mais que um estilo de vida, essas estratégias
ecoldgicas e morfoldgicas permitiram que muitas espécies pudessem sobreviver no habitat
das copas de florestas (BENNET, 2000). De forma geral, as espécies epifitas podem ser
definidas como aquelas que utilizam o seu hospedeiro botanico, ou fordéfito, apenas como
suporte mecanico a fim de conseguir melhores condi¢cGes de sobrevivéncia. Além de
espécies vegetais serem usadas como suporte, outros tipos de fulcro podem ser usados, tais
como formagdes rochosas, telhados ou até mesmo linhas de transmissdo elétrica
(BENZING, 1990, 2000; PUENTE et al., 1994).

Segundo Linder (2005), as plantas adaptadas ao epifitismo encontradas em
Bromeliaceae evoluiram inicialmente de Poales ancestrais, que cresciam em substratos
umidos e pobres em nutrientes. De todos os representantes desta ordem apenas metade das
Bromeliaceae e poucas Rapateaceae conseguiram escapar da competi¢cdo com outras plantas
e sobreviver aos locais temporariamente alagados, fixando-se sobre arvores e rochas e
desenvolvendo, paralelamente, uma série de adaptacbes que possibilitavam sua
sobrevivéncia durante curtos periodos de estresse hidrico, podendo assim habitar o interior
das matas umidas (BENZING, 2000). A partir dai, passaram a ocupar o estrato superior das
florestas, cuja atmosfera, com maior disponibilidade de &gua e nutrientes, favoreceu o
desligamento dessas plantas do solo.

As bromelidceas sdo notaveis por sua diversidade ecolégica e pelo alto poder de
adaptacdo a diferentes habitats, podendo ser encontradas em ambientes desérticos, quentes e
secos, e até mesmo em florestas Umidas e regides montanhosas frias (BENZING, 2000). De
um modo geral, Tillandsia recurvata L. apresenta ampla distribuicdo em toda Ameérica
tropical, podendo ser encontrada desde o Sul da América do Norte, na Ameérica Central (nas
zonas chuvosas que fazem limite entre o golfo do México e as zonas semiaridas do sul da
Baixa Califdrnia, além do Caribe) e América do Sul (SMITH & DOWNS 1977; PUENTE et
al, 1994;).

No Brasil, apesar de ser uma planta nativa, ndo se trata de uma espécie endémica,

uma vez que ndo ocorre em todas as regides. Encontra-se principalmente na costa do pais
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apresentando como dominios fitogeograficos os biomas de caatinga, cerrado e mata
atlantica, distribuindo-se pela regido nordeste entre sete estados (Ceard, Rio Grande do
Norte, Paraiba, Pernambuco, Bahia, Alagoas, Sergipe), em todo o sudeste (Minas Gerais,
Espirito Santo, Sdo Paulo, Rio de Janeiro) e nos trés estados da regido sul (Parana, Santa
Catarina, Rio Grande do Sul) (Fig.1).

A B

Figura 1: Distribuicdo Geografica de Tillandsia recurvata L. na América Latina (A) e no Brasil (B).
Fonte: GBIF, 2010; FORZZA, 2010.

Tillandsia recurvata L. (Fig. 2) pode ser caracterizada como uma epifita de 8 a 12 cm de
altura, de caule inconspicuo e raizes rigidas. Folhas disticas, fortemente cinéreas,
recurvadas, lamina com 4,3 a 5 cm de comprimento, aciculada, cinérea, apice agudo, bainha
com 4 a 5,5 x 3 a4 mm, levemente distinta, membranacea. Escapo ereto, 3,5 a 8,5 cm de
comprimento, bracteado. Inflorescéncia em espiga simples, excedendo as folhas, 1 a 1,5 cm
de comprimento, bracteas florais com 7,5 a 8 x 3 a 3,5 mm, vinaceas a cinéreas, eliptico-
lanceoladas, apice agudo, menor que as sépalas. Sépalas subconatas na base, 2 x 7,5 cm,
elipticas, carenadas, glabras, apice acuminado. Pétalas com 9 x 1,2 mm, linear, apice
rotundo, lilases; estames inclusos, com 4,5 mm comprimento, soldados na base do ovario;
filetes cilindricos; ovarioca. 3 mm de comprimento, subcilindrico; estilete 0,8 a 1 mm de
comprimento, conico; estigma simples-ereto. Capsula com 2,3-2,6 cm comprimento, valvas
retas na deiscéncia; sementes 2 mm comprimento, apéndices 1,8 a 2 cm de comprimento,
plumosos (PONTES et al., 2006).
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Figura 2 — Tillandsia recurvata in situ. Foto: Jalia de Souza, Alex Lucena, 2010.

Diversas espécies do género Tillandsia sdo caracterizadas pela relacéo de epifitismo com
0 seu hospedeiro, porém, diferentemente de outras espécies, essa se trata de um tipo bem
particular. As suas raizes vivem por periodo curto de tempo e ndo possuem estruturas
anatdmicas capazes de reter a agua absorvida, como ocorre com as orquideas epifitas, por
exemplo. O papel de captacdo de 4gua é desempenhado por seus tricomas especializados em
forma de escama presentes em grande nimero recobrindo toda a superficie foliar, podendo-
se dizer que alcancaram o mais alto grau de evolucdo morfoldgica e funcional. Na
constituicdo dessas estruturas podem-se diferenciar dois grupos celulares caracteristicos, 0
escudo e as alas (ou asas), que servem como interface entre a planta e o0 ambiente (PAPINI,
2010).

Associado a essa adaptacdo extremamente necessaria para sua sobrevivéncia em
ambientes com recursos hidricos escassos, encontra-se outro importante fator na manutencao
de um estado hidrico favoravel: a via do Metabolismo Acido das Crassulaceas (CAM).
Trata-se de uma via fotossintética especializada através da qual a planta minimiza a
evaporacao de agua pelo fechamento dos estdmatos durante o dia e abertura durante a noite,
permitindo, assim, a entrada de gas carbdnico e uma reduzida perda de agua (ISCAM,
2003).

De acordo com Papini (2010), os tricomas absorventes em Tillandsia s&o
constituidos por uma haste que se prolonga para o interior do tecido, formada por 1 a 6

células sobrepostas. Estendendo-se sobre a epiderme encontra-se a cabeca (ou escudo), cujas
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células perdem o conteudo citoplasmatico e especializam-se no bombeamento de agua. A
partir de uma vista frontal desses tricomas modificados é possivel observar o disco central e
a ala periférica. Esta é composta por numerosas células periféricas, alongadas e dispostas
radialmente, que cobrem completamente os estdmatos em toda a extensdo foliar e acabam
sobrepondo-se umas as outras, dando um aspecto escamoso a superficie, sendo por isso
também chamadas de escamas. A face adaxial da folha é cdncava com elevacdo central.
Possui o clorénquima com 5 a 10 feixes vasculares. A raiz ndo possui anéis fibrosos e a
endoderme € imperceptivel. O caule possui estrutura atactostele presente, porém sem células
esclerenquimatosas (ARAMBARRI et al., 1999).

2. MATERIAL E METODOS

2.1 Material Vegetal

As amostras foram coletadas no municipio de Cuité (6°29'6"S - 36°9'25"W), situado
no semiérido paraibano na microrregido do Curimatad Ocidental, durante 0os meses de maio
e junho de 2010. Para confirmacdo da correta identificacdo da espécie, a amostra foi
identificada por dois diferentes herbarios, sendo catalogada no Herbario UFP — Geraldo
Mariz, da Universidade Federal de Pernambuco, sob o numero 63661 e no Herbéario IPA -
Dérdano de Andrade Lima, pertencente ao Instituto Agrondmico de Pernambuco, sob o
namero 86796.

2.2 Anatomia

Apobs a coleta, suas partes aéreas foram fixadas em FAA 50 (formaldeido, &cido
acetico e alcool etilico 50% - 5:5:90) (JOHANSEN, 1940) e, posteriormente, transferidas
para agua destilada. Para o estudo anatémico, seccles transversais e paradérmicas da por¢édo
mediana das laminas foliares foram obtidas a mao livre e submetidas ao processo de dupla
coloragdo com safranina e azul de astra (KRAUS, 1997) e montadas em glicerina sobre
laminas semipermanentes. Para realizacdo desse estudo foram utilizados dois a trés
individuos da mesma espécie. A andlise das estruturas internas foi realizada através do uso

de microscopio 6ptico.
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2.3 Histoquimica

Para a identificagdo de compostos fendlicos, foram utilizadas folhas adultas frescas,
das quais foram obtidas sec¢bes transversais, manualmente, submetidas a uma solugdo de
AICl; (10%) para evidenciacio de flavonodides (CHARRIERE-LADREIX, 1976). Foi
considerado como resultado positivo a identificacdo de regides que apresentaram coloragao
variando entre verde e amarelo. Para confirmacdo e melhor visualizagdo da presenca destes
compostos, as sec¢Bes foram mergulhadas por alguns minutos em reagente de Neu (solucéo
metanolica 1% de difenilboriloxietilamina), sendo considerado como resultado positivo a
identificacdo de regides fluorescentes, indicando a histolocalizagdo de compostos
flavonoidicos diretamente no corte. As anélises foram realizadas em imagens obtidas com
camera acoplada a um microscépio 6ptico de fluorescéncia, com filtro azul de excitacao
(420 nm).

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

A partir da observacdo microscopica das seccbes paradérmicas, evidencia-se a
presenca de pélos do tipo escamas revestindo toda a lamina foliar, distribuidas
aleatoriamente em ambos os lados (Fig. 3a), caracteristica observada também em outras
espécies do mesmo género (PAPINI, 2010). Os pelos se mostraram inseridos em uma
depressdo com uma haste constituida por trés células (Fig. 3b). No apice a estrutura esta
constituida por um disco formado por quatro camadas de células concéntricas, as centrais em
namero de quatro, a segunda formada por oito células, a seguinte por 16 células e a mais
externa constituida por células alongadas e dispostas de modo radiado, formando a ala
periférica (Fig. 3a). Estas Gltimas células recobrem grande parte da superficie, incluindo os
estdmatos. Isto faz com que os estbmatos ndo estejam sob incidéncia direta dos raios
luminosos, reduzindo a perda de &gua por evapotranspiracdo quando 0s ostiolos estdo
abertos.

Os resultados encontrados confirmam as mesmas caracteristicas descritas em
trabalhos realizados por Strehl (1983) e Proenga (2007), para espécies coletadas no sudeste
do pais. E interessante ressaltar as caracteristicas de suas escamas e o fato de encontrarem-se
dispostas desta forma, pois se trata de uma apomorfia para esta familia, visto que essa
sobreposicdo amplia a area superficial das escamas, aumentando a absorcdo de agua e
nutrientes nela dissolvidos, que podem ser encontrados no orvalho ou na chuva, por

exemplo. Além desta funcdo vital, os tricomas escamosos exercem funcbes diversas no
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vegetal, como reflex&o da radiagdo solar, redugédo da transpiracéo e atracdo de polinizadores
(TOMLINSON, 1969; BENZING, 2000).

No que se refere a obtencdo de agua, Scatena & Segecin (2005) ao analisarem
especies coletadas no Parana relataram que suas folhas sdo do tipo anfiestomaticas, com
estbmatos anomociticos, confirmando assim os resultados obtidos para esta espécie
analisada no semiarido paraibano (Fig. 3, c/d). Este fato favorece o aumento na conduténcia
de gas carbbnico no mesofilo devido a presenca dessas estruturas em ambas as superficies,

sendo esta uma caracteristica frequente para as Tillandsia atmosféricas.

Figura 3. Epiderme foliar de Tillandsia recurvata L. a. pelo do tipo escama, mostrando discos

concéntricos de células; b. haste do pélo escamoso (seta); c/d. estbmato anisocitico (trés células,
uma maior que as outras duas, circundando o estbmato). Barras: a = 200um; b-c-d = 50um.
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As ceélulas que compbem a superficie foliar possuem as paredes anticlinais sinuosas,
favorecendo assim o aumento da superficie de contato entre elas. Este fato faz com que o
tecido epidérmico adquira uma maior resisténcia, caracteristica importante durante as
expansdes e contracOes foliares decorrentes da variagdo no turgor das células. A epiderme é
unisseriada e revestida por cuticula delgada, apresentando mesofilo homogéneo e compacto,
constituido por células de contorno arredondado, algumas vezes eliptico, e com pequenos
espacos intercelulares. As células subepidérmicas da face adaxial sdo maiores que as outras
do mesofilo e apresentam menos cloroplastos que as da face abaxial, sendo o parénquima
clorofiliano constituido por células arredondadas. Os feixes vasculares sdo colaterais e se
dispdem em uma Unica série ao longo das laminas. Geralmente, os feixes maiores se
alternam com o0s menores e sdo circundados por 1-3 camadas de fibras periciclicas, cujas

paredes séo espessadas e lignificadas ( Fig. 4).

Figura 4. Folha de Tillandsia recurvata L. a. vista transversal mostrando feixes vasculares (fv,

seta) imersos no parénguima; b. vista transversal mostrando contorno reniforme; c. epiderme com
pelos escamosos (seta); d. paredes periclinais externas (pe) e internas (pi) espessadas. Barras: a =
500 pm; b,c =200 mm; d = 50pum.
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Segundo Cunha (2006), a técnica histoquimica apresenta grande importancia, pois
através dela pode-se realizar o reconhecimento quimico dos metabdlitos ativos diretamente
nas estruturas celulares em que estdo alojados, através de reacGes cromaticas com oS
reagentes quimico-histologicos estabelecidos.

Na bibliografia consultada, ndo foram encontrados estudos de caracterizagdo
histoquimica em T. recurvata. A importancia desta determinacdo reside na necessidade de
relacionar informacGes da botanica com a fitoquimica e assim, através desses métodos de
analise qualitativos, & possivel estabelecer, ndo somente a presenca, mas 0 sitio de
armazenamento das substancias quimicas ou mesmo grupos de compostos do metabolismo
secundério nas plantas.

De acordo com o perfil fitoquimico desta espécie, observa-se a presenca de
compostos fendlicos, como flavonodides e fenilpropanoglicosideos, além de substancias de
natureza terpénica. Cunha (2006) afirma que os heterosideos flavdnicos encontram-se
localizados principalmente nos tecidos superficiais, nas células epidermicas, no tecido
parenquimatico, no suco celular em cristais ou precipitados nas células.

O cloreto de aluminio possui a propriedade formar complexos com os flavondides,
onde o cation Al*® possui trés possiveis sitios quelantes, como 3-OH (3-hidroxifendis), 5-
OH (5-hidroxifenois) ou 3”,4’-0-diOH (O-dihidroxifendis), nos flavonoides encontrados nos
tecidos vegetais (Conforme fig.4 - cap.l) (POZZI, 2006).

O difenilboriloxietilamina, ou reagente de Neu, é o revelador de escolha para
polifendis, principalmente flavondides, devido a sua especificidade. Por apresentar-se em
estado oxidativo positivo e ser avido por elétrons, o difenilborato é atacado pelos elétrons
livres da carboxila e hidroxilas formando um complexo com os compostos fendlicos (Fig.
5). Ao serem submetidos a radiacdo ultra violeta (365nm) possuem a capacidade de emitir
luz fluorescente, sendo assim possivel identificar esses compostos diretamente em seus
sitios de estocagem no vegetal.

A partir das reacOes de identificagdo com AICI3;, observa-se que os flavondides
apresentam-se dispostos sobre as células da epiderme, principalmente depositados nas
paredes periclinais internas e externas (Fig. 6 a e b). Resultados semelhantes encontra-se em
Gomphrena arborescens L., onde Carvalho & Ribeiro (2005) através de estudos
histoquimicos afirmam que os flavonodides estdo geralmente localizados na face externa da
cuticula, nas paredes das células basais e intermediarias dos tricomas, nas células- guarda e

no mesofilo em contato com a bainha parenquimatica.
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Figura 5 - Reacdo de complexacdo do reagente de Neu (2) com compostos fendlicos como a
guercetina (1) originando um complexo capaz de emitir fluorescéncia.

Para confirmacédo das analises histoquimicas, sec¢des transversais foram submetidas
a microscopia de fluorescéncia, baseando-se no fato de que a amostra a ser analisada possui
substancias que emitem energia detectavel como luz visivel quando irradiado com luz de
baixo comprimento de onda. As imagens obtidas confirmam os resultados obtidos na
histoquimica, mostrando intensa fluorescéncia ao longo das células epidérmicas, nas células

da ala que constituem o tricoma peltado e circundando os feixes vasculares (Fig 6. c,d,e).
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Fig. 6 — Secgdes Transversais de T. recurvata evidenciando a histolocalizagdo de compostos
fendlicos. Microscopia Optica: a,b. vista transversal mostrando feixes vasculares e acimulo de
flavonodides na epiderme e tricomas (setas). Microscopia de fluorescéncia: c. presenca de
flavondides em tricoma peltado. d. armazenamento de compostos fendlicos nas paredes
periclinais da epiderme (setas). e. fluorescéncia em feixes vasculares. Barras: a,b = 200 mm;
c,d,e = 50pm.
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apitulo 11

CARACTERIZACAO FITOQUIMICA DE

Tillandsia recurvata L.
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1. INTRODUCAO

As florestas tropicais s@o caracterizadas por apresentarem um elevado grau de
diversidade biol6gica, sendo consideradas como um dos mais complexos sistemas do
planeta que abriga um elevado nimero de espécies endémicas (WHITMORE, 1998).

O estrato superior das florestas tropicais também pode ser considerado como uma
verdadeira fonte de biodiversidade, pois nesse ambiente de copas pode ser encontrada uma
infinidade de espécies epifitas, que usam os seus hospedeiros como suporte para 0 seu
desenvolvimento alternativo distante do solo. Com um total de 29.000 espécies catalogadas,
elas contribuem com a imensa diversidade vegetal observada, uma vez que, representam de
8 a 10% do total de plantas vasculares conhecidas e colaboram com 25 a 50% da riqueza
vegetal das florestas tropicais (GENTRY, 1987; BENZING, 1990; BENZING 2000). Estas
espécies desempenham um importante papel na composicdo vegetal destes ecossistemas e
apresentam elevado grau de endemismo e adaptacdo a estes ambientes, sendo diretamente
influenciadas pelo clima e nivel de distarbio antropico, que determinam a sua distribuicéo
nos ambientes que as compdem (BENZING, 1990; BONNET, 2007). Apresentam grande
importancia para 0s animais que vivem nesse ambiente, seja como alimento (frutos, néctar e
polen), 4gua ou mesmo material para a construcdo de ninhos, possibilitando assim uma
maior variabilidade da fauna (BENZING 1990). Além disso, também exercem grande
influéncia sobre o ciclo hidroldgico e de nutrientes no interior das florestas, funcionando
como uma zona de captura e posterior incorporacao destes materiais para uso por outros
vegetais (NADKARNI, 1985). Os representantes das bromélias constituem um grupo de
plantas particularmente adaptado a vida epifitica.

A familia Bromeliaceae é considerada como uma das mais representativas da flora
neotropical, abrangendo 57 géneros e cerca de 3000 espécies, onde 40% deste total podem
ser encontrados no Brasil. Uma grande variedade de habitos também pode ser observada
entre elas, diferenciando-se espécies epifitas, terrestres, ou mesmo rupicolas, o que faz dela
uma das mais adaptaveis do mundo (BENZING, 2000; LUTHER 2006; TABARELLI,
2002). A primeira descricdo data do século XVII, relatada pelo padre francés Charles
Plumier, onde o novo conjunto de espécies descoberto foi batizado em homenagem ao
botanico sueco Olaf Bromel, sendo posteriormente chamado de Bromelie (BEZING, 1980).
A primeira monografia sobre Bromeliaceae foi proposta por Beer em 1857, antecedendo
muitos trabalhos cientificos classicos do seculo XIX (NOGUEIRA, 2011). Atualmente,
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segundo critérios filogenéticos do sistema APG Il (2003), pode ser classificada como a
maior familia de monocotiledéneas angiospermas, pertencente a ordem Poales. Apresenta
uma ampla distribuicdo pela zona neotropical, indo desde o sul dos Estados Unidos até o sul
do Chile e ocupa diferentes habitats. No Brasil, ocorre desde as florestas imidas do sul até
as caatingas do Nordeste, onde possui frequéncia elevada e marcante (SMITH 1934,
TABARELLI, 2002). De um modo geral as bromelidceas sdo conhecidas no Brasil pelo
nome indigena de caraguata, craguatd ou gravata, que em tupi-guarani refere-se ao carater de
resisténcia do vegetal, porém com frutos comestiveis. No Nordeste sdo conhecidas
popularmente como macambira (JOLY, 2002). De acordo com a taxonomia tradicional, ela
pode ser dividida em trés subfamilias: Pitcairnioideae, Tillandsioideae e Bromelioideae,
diferindo entre si pelo habito de crescimento, caracteristicas de tricoma, tipo de fruto e
semente e posi¢do do ovario (SMITH & DOWNS 1974; 1977; 1979).

A partir do levantamento historico da etimologia do género Tillandsia, sabe-se que
para nomear esse grupo de plantas com caracteristicas tdo especificas, Carl Linnaeus decidiu
homenagear o seu professor finlandés Elias Tillands. Este tinha adotado esse codinome para
mostrar 0 seu apego a terra e sua extrema aversdo a agua, por sofrer de enjoos em viagens
maritimas, preferindo percorrer longas distancias por terra firme a viajar em um navio.
Lembrando-se disso, Linnaeus achou esse curioso fato apropriado, uma vez que oS
exemplares deste género pareciam preferir a vida longe da dgua como verdadeiras plantas
aéreas, e desta forma passou a chamar esse género de Tillandsia (SMITH, 1951). Estudos
posteriores e mais detalhados mostraram como as espécies que constituem este género sdo
capazes de sobreviver aos mais diferentes ambientes com tdo pouca agua. As adaptacdes
determinantes para essa evolucdo consistiram na reducdo estrutural e funcional das raizes e
na especializacdo dos tricomas foliares, que se tornaram capazes de absorver o vapor de
agua condensado e assim suprir parcial ou totalmente a funcdo absortiva das raizes
(GILMARTIN 1972, BENZING, 1973, BENZING, 1978; BENZ, 2006).

Poucas informacdes tém sido publicadas na literatura cientifica a respeito do
metabolismo nutricional deste género. Os seus integrantes possuem forma de crescimento
altamente especializada, pois apresentam a superficie foliar repleta de escamas epidérmicas
foliares (tricomas modificados), enquanto que 0s minerais necessarios sdo provenientes da
poeira que os alcanga, de insetos que ficam presos no emaranhado de suas estruturas
foliares, através de relacbes mutualistas com algum inseto, do tipo mirmecofilia ou mesmo

do lavado foliar que escorre pelas copas das arvores (WALDEMAR, 2003).
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Dentro desse género, pode-se encontrar Tillandsia recurvata como exemplo de epifita
extremamente adaptada aos diferentes fatores de estresse que incidem sobre ela como
radiacdo solar, aporte hidrico e mesmo a escassez de nutrientes. Além das adaptacdes
citadas, alguns estudos também apontam para uma possivel associagdo com alguns
microrganismos como forma de suprir a falta de alguns nutrientes, j& que ndo possuem
contato direto com o solo, tais como Pseudomonas stutzeri, Pseudomonas oryzohabitans,
Rahnella acquatilis e Erwinia spp. Localizados na superficie vegetal, essa microbiota possui
a capacidade de fixar o nitrogénio do ar, sendo estes 0s responsaveis por suprir parte das
necessidades desse mineral para a planta, compondo a filosfera dessa espécie (PUENTE,
1994; BRIGHIGNA, 1992, ABRIL, 2005). A capacidade que possuem de sobreviver a
condicdes de elevado estresse baseia-se em fatores morfofisiol6gicos modificados ao longo
do tempo. Espécies como esta, possuem raizes adventicias reduzidas (ou mesmo ausentes),
desprovidas da capacidade absortiva, apresentando unicamente a funcdo de aderéncia ao
substrato, permitindo assim uma elevada independéncia do solo e grande adaptabilidade a
ambientes extremos (MANETTI, DELAPORTE & JUNIOR, 2009).

1.1  APLICACOES E USOS

Além do elevado nimero de espécies e da alta adaptabilidade das bromeliaceas, seus
representantes também tém chamado atencdo por suas diferentes utilizacbes, estando
associados a historia de diferentes etnias e utilizados como fonte de alimento, com
finalidades terapéuticas ou mesmo misticas, por muitas culturas tradicionais neotropicais.
Algumas espécies sdo Uteis para a extracdo de fibras, como Aechmea magdalenae, Puya
chilensis, Bromelia laciniosa, Tillandsia usneoides, usadas para a fabricacdo de redes,
cordas, barbantes e até mesmo linha de pesca pelos nativos. Outras espécies de Puya e
Tillandsia sdo utilizadas ainda como combustivel para queima de fogueiras nos Andes e
desertos costeiros Peruanos e Equatorianos ou mesmo usados como cercas vivas para
demarcacao de territorio. Outros representantes sdo utilizados como fonte de alimento na
racdo animal, como é o caso de Aechmea tessmannii, Puya sodiroana, Pepinia pulchella e
Tillandsia recurvata. Na alimentacdo humana destaca-se Ananas comosus, apreciado no
mundo todo por seu sabor e aroma caracteristicos. na medicina popular € muito utilizado por
suas propriedades como estomaquico, carminativo, diurético e anti-inflamatorio, sendo
também indicado para problemas das vias respiratdrias e para neurastenia (LORENZI &
MATOS, 2002; BONNET, 2000).
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Comunidades de espécies epifitas tém sido utilizadas no monitoramento das
condicBes atmosféricas. Por apresentarem um metabolismo intimamente atmosférico, pois
ndo possuem o solo como substrato, as bromelidceas, como Tillandsia recurvata, tém a
capacidade de fixar e acumular nutrientes dispersos na atmosfera. Consequentemente, 6xido
de nitrogénio, didxido de enxofre, monoxido de carbono e outros poluentes presentes no ar
também acabam sendo absorvidos durante o metabolismo da planta. Por esta razdo essas
espeécies sdo consideradas como bioindicadores, cuja avaliacdo do conteudo de seus tecidos
reflete a contaminacgédo atmosférica (GRACIANO, 2003; PIGNATA, 2002, ASPIAZU et al.
2007)

Muitas espécies de bromélias também tém sido alvo de pesquisas devido ao seu
elevado potencial farmacoldgico. Dentre as espécies representantes do género Tillandsia,
pode-se destacar T. recurvata, que também pode ser identificada por outras sinonimias como
Diaphoranthema recurvata Beer, Diaphoranthema uniflora Beer, Tillandsia bartrami EIl.
Scketch, Tillandsia uniflora HBK.

Popularmente é conhecida como small ball moss ou bunch moss, nos Estados
Unidos; barba de tcar, em Cuba; clavel del aire ou flor del aire, na Argentina e no Uruguai;
sendo conhecida no Brasil como ninho, salambaia, samambaia de bola, barba de velho ou
barba de bode pequeno (PIO CORREA, 1978; ALBUQUERQUE, 2007). Na Argentina, ela
é usada tradicionalmente no tratamento de hemorroéidas. Em Curacgao, Caribe, o decocto de
suas folhas é considerado como emenagogo e Util no tratamento de problemas da vesicula
biliar (MORTON, 1981). No Uruguai, as partes aéreas sdo empregadas como
antiespasmadico e Util no tratamento de infec¢des oculares (PAZ, 1995). No Equador, é
usada no tratamento de disturbios da vesicula hepatica, tosse, febre, dor de cabeca e dores no
peito (MANETTI, DELAPORTE & JUNIOR, 2009). Além disso, Lowe e colaboradores
(2010) evidenciaram o potencial farmacologico dessa espécie, através de algumas atividades

bioldgicas, como antitumoral e anti-inflamatéria, comprovadas cientificamente.

1.2 QUIMICA - FITOCONSTITUINTES

Muitos representantes de Bromeliaceae tém sido alvo de estudos quimicos e
farmacologicos, permitindo o isolamento e identificagdo de muitos compostos até entdo
desconhecidos. Um bom exemplo é Ananas comosus, considerado uma das espécies mais
estudadas quimicamente, em fung&o do seu alto valor comercial, consumido em Vvérias partes

do mundo. A partir de extracdo aquosa do seu caule e frutos imaturos, foi possivel o
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isolamento da bromelina, uma enzima proteolitica da classe das hidrolases que apresenta
diversas atividades in vivo como antiedematosa, anti-inflamatoria, antitrombdtica e
antifibrinolitica (MAURER, 2001).

Visando facilitar a visualizacdo da distribuicdo desses compostos no ambito da
familia e género, os percentuais relativos a essas substancias estdo representados nas figuras
1 e 2. Dentre os compostos encontrados, observam-se como substancias majoritarias
diferentes tipos de flavondides, além de terpenos e esterdides, fenilpropandides (como o
acido cindmico e seus derivados), lignanas e outros compostos fenolicos (MANETTI,
DELAPORTE & JUNIOR, 2009).

m Trierpenos e esteroides

m Flavondides

m Acido Cindmico e
derivados

m Compostos nitrogenados

outros

Figura 1 — Representacéo grafica da constitui¢do quimica em Bromeliaceae.
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m Trierpenos e esteroides

w Flavondides

m Acido Cindmico e
derivados

Figura 2 — Representacdo grafica dos principais constituintes quimicos do
género Tillandsia.

No género Tillandsia, apesar dos escassos estudos existentes, diferentes classes de
metabolitos secundarios foram relatadas. Em T. recurvata, por exemplo, substancias como

flavonoides, terpenos e derivados do acido cindmico podem ser detectadas:

1.2.1 Terpenos

Muitos triterpenos sdo encontrados entre 0s representantes desta familia,
apresentando uma maior predominancia em Tillandsioideae. Uma grande variedade de
cicloartanos pode ser identificada nos representantes do género Tillandsia, como o0s
hidroperoxicicloartanos identificados em Tillandsia recurvata e T. usneoides (CABRERA,
1995,1997) (Quadro 1). O processo de hidroperoxidacdo desses cicloartanos pode ser
atribuido a uma foto-oxidagdo natural do cicloartenol, fenbmeno responsavel pela biogénese
de alguns cicloartanos (HERZ, 1985). Esse processo pode ser explicado pelas condicbes
adversas a que estas espécies estdo expostas, por serem espécies epifitas, como alta
exposicao solar e baixa umidade. Assim, essas substancias poderiam ser consideradas como
parte do sistema de defesa dessas plantas (MANETTI, DELAPORTE & JUNIOR, 2009;
CABRERA, 1995).
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1.2.2 Flavonéides

Os flavondides podem ser considerados como um dos grupos fendlicos mais
importantes e diversificados dentre os produtos de origem natural, pois apresentam ampla
distribuicdo na natureza (ROCHA, 2010). Além de possuirem importantes funcdes
biologicas para a planta, muitos deles também apresentam variadas atividades
farmacoldgicas (antitumoral, antimicrobiana, antioxidante) (ZUANAZZI, 2007), podendo
inclusive ser considerados como potenciais marcadores quimiotaxonémicos.

Apesar de diferentes classes de flavondides estarem presentes em Bromeliaceae, 0s
compostos mais notaveis sdo aqueles que apresentam um padréo de substituicdo no carbono
seis, por hidroxilacdo ou metoxilacdo, sendo este tipo de configuracdo Unica, indicando que
ela ocupa uma posicdo a parte em relacdo a outras familias de monocotileddneas
(WILLIAMS, 1978). Frequentemente, a ocorréncia de um padrdo de substituicdo especifico,
para determinado metabdlito, € indicativo de um avanco filogenético. Dessa forma, o padréo
de substituicdo nos carbonos seis ou oito (por um radical hidroxi ou metoxi) para 0S
flavonoides caracteriza-0s como grupos quimicamente avangados, resultantes de uma etapa
biossintética extra para sua formacdo, fazendo com que, Tillandsioideae seja vista como a
subfamilia quimicamente mais evoluida (MANETTI, DELAPORTE & JUNIOR, 2009).
Dentre os compostos deste tipo, pdde-se obter através da extracdo cloroférmica realizada das
partes aéreas de Tillandsia recurvata uma substancia oleosa e amarelada, a partir da qual,
através de tratamentos cromatograficos, constatou-se ser uma flavanona (Quadro 1). De
acordo com métodos espectrométricos foi possivel identificar a substancia isolada como
5,3’-Dihidroxi-6,7,8,4’-tetrametoxiflavanona, até entdo ndo descrita para esta espécie
(QUEIROGA, 2004).

1.2.3  Acidos cinamicos e derivados

Esse grupo de metabdlitos encontra-se amplamente distribuido no reino vegetal sob a
forma esterificada fazendo parte da parede celular, tendo como principais representantes os
acidos p-cumarico, caféico, ferulico e sinapico (CARVALHO, 2003). Os A4&cidos
hidroxicinamicos e seus ésteres sdo bastante comuns, sendo encontrados em quase todos 0s
tecidos vegetais. Contudo, o 1,2- e 1,3 - diglicerideo fenilpropenato, derivado do &acido
cindmico, sdo raros, restritos a apenas algumas espécies, como T. recurvata (Quadro 1).

Assim, Queiroga e colaboradores (2004) obtiveram a partir da extracdo cloroférmica das
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partes aéreas desta espécie e posteriores tratamentos cromatograficos, um éster do &cido
cindmico na forma de um p6é branco amorfo, quimicamente denominado 1,3-di-O-
cinamoilglicerol. Além desta substancia também foi confirmada a presenca do éster etilico

do &cido caféico.

Quadrol — Metabolitos secundarios isolados de Tillandsia recurvata L.

CLASSE DE COMPOSTOS/

, R ESTRUTURAS
METABOLITO | REFERENCIA

25-
hidroperoxicicloart-
23-en-3p-ol
(CABRERA, 1995)

Terpeno

24-
hidroperoxicicloart-
25-en-3p-ol
(CABRERA, 1995)

Terpeno

Cicloartanona

Terpeno
(CABRERA, 1995)
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Cicloartenona

Terpeno
(CABRERA, 1995)
24-
metilenocicloartano
Terpeno
na
(CABRERA, 1995)
Cicloartanol
Terpeno
(CABRERA, 1995)
Cicloartenol
Terpeno
(CABRERA, 1995)
24-
Terpeno metilenocicloartanol

(CABRERA, 1995)
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24-etilcolest-4-en-3-

Terpeno ona
(CABRERA, 1995)
coon O
F4 - -7 - 0
Acido Sidlico OH
Terpeno oh
(Lowe, 2010) —
HO 0
OH
0
HO o]
CH3
OH OH
5,3’-Dihidroxi-
6,7,8,4’-
Flavondide tetrametoxiflavanon

a
(Queiroga, 2004)

Derivado Cinamico

1,3-di-O-
cinamoilglicerol
(Queiroga, 2004)
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Ester etilico do OH
Derivado Cinamico acido caféico H.C o ~
3
(Queiroga, 2004) ~ OH
(9]

2. MATERIAL E METODOS

2.1 Material Vegetal

Para a realizacdo dos ensaios fitoquimicos, o material vegetal foi coletado no municipio
de Cuité e catalogado nos herbarios Geraldo Mariz e IPA - Dardano de Andrade Lima sob 0s

nlimeros 63661 e 86796, respectivamente (vide Cap. I).

2.2. Preparacéo dos extratos

Depois de seca a sombra, durante cinco dias a temperatura ambiente, a amostra foi
reduzida a pequenos fragmentos e devidamente pesada. Apds pesagem e cominuicdo das
partes aéreas vegetais, um total de 1 Kg da planta foi submerso em diferentes solventes
aquecidos, submetido ao processo de maceracdo durante quinze dias para cada solvente
utilizado, com agitacdo e renovagdo do solvente. O processo foi realizado utilizando-se
solventes diferentes em ordem crescente de polaridade, para a obtencao de fraces extrativas
enriquecidas com os metabolitos aos quais possuem afinidade. Ao final deste procedimento
os diferentes extratos foram levados a secura utilizando-se um rotaevaporador sob pressao
reduzida obtendo-se assim 0s respectivos extratos brutos secos hexanico (EHx), acetato de
etila (EAc) e metanolico (EMe). Os rendimentos obtidos para cada solvente estdo expressos

no quadro 2.
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Quadro 2 - Rendimento dos extratos brutos secos de Tillandsia recurvata.

SOLVENTES | VOLUME UTILIZADO (L) | RENDIMENTO (%)

Hexano 12 0,606
Acetato de Etila 12 2,171
Metanol 18 52

2.3  Ensaios Fitoquimicos
2.3.1 Cromatografia em Camada Delgada

Para o estudo fitoquimico, os extratos obtidos foram submetidos & filtragcdo simples
em papel e posteriormente analisados por cromatografia em camada delgada (Kieselgel 60,
0.2 mm, Merck), empregando-se sistemas e reveladores adequados a cada pesquisa com
algumas modificacdes, apoiados nos estudos de HARBORNE (1998) e WAGNER &
BLADT (1996) (Quadro. 3). Para pesquisa de saponinas foi realizado o teste preliminar de

afrogenicidade.

2.3.2 Fracionamento de Constituintes quimicos de Tillandsia recurvata

2.3.2.a Cromatografia em Coluna

A partir da analise dos ensaios cromatograficos realizados, optou-se pela tentativa de
isolamento de algumas moléculas presentes em maior proporcdo nos extratos EHx e EAC.
No extrato hexanico, procedeu-se o isolamento de uma molécula representada por uma
substancia de intensa fluorescéncia esverdeada de Rf 0,8 (M1), caracterizada como um
possivel fenilpropanodide de baixa polaridade, e uma substancia terpénica de coloragéo
avermelhada de Rf 0,9 (T1). No extrato de acetato de etila, optou-se pelo isolamento do

flavondide, caracterizado pela coloragdo amarelada de Rf 0,1 (F1) (Fig. 3).
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M1

— F1

Figura 3 - Placa cromatografica realizada para escolha

das moléculas a serem isoladas de Tillandsia recurvata.
Sistema - Tol: AcEt: A.F (6:4:1), UV 365 nm.

Para o extrato EHx, cerca de 1,5 g do extrato bruto seco foram submetidos a
cromatografia em coluna (180 mmx30 mm) de gel de silica (0.063-0.200 mm), eluida
gradualmente com éter de petroleo e em seguida com misturas de éter de petroleo/ acetato de
etila, no intuito de aumentar gradativamente a polaridade do sistema. Foram coletadas um
total de 180 fracdes de 100 mL, que foram evaporadas em rotaevaporador rotativo sob
presséo reduzida (35°C) e analisadas em CCD.

Para o extrato EAc, foi realizado inicialmente placas preparativas em silica gel, para
o fracionamento dos flavonodides. Em seguida, 300 mg da fracdo enriquecida foram
cormatografadas em coluna (180 mmx30 mm) usando como fase estacionaria celulose
microcristalina (Merk art. 2331) eluida gradualmente com agua destilada, seguida por
solugdo de acido acetico (10 %), para desprendimento das substancias retidas. Foram
coletadas 25 fragfes de 200 mL, que apds eliminacdo do solvente, foram analisadas em
CCD.
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2.3.2.b  Microssublimacao

Esta metodologia foi empregada no intuito de se realizar a separa¢do de moléculas
que possuem a capacidade de sublimar quando expostas a temperaturas elevadas (COSTA,
2001). Para obtencdo do extrato a ser submetido a microssublimacdo, realizou-se
inicialmente uma extracdo metandlica através da infusdo de cerca de 100 g de material
vegetal fresco. Depois de filtrado, adicionou-se 7,73 g de terra de diatomaceas (celite) e
procedeu-se a total retirada do solvente utilizando-se rotaevaporador sob pressdo reduzida.
Apds aguecimento desse extrato adsorvido em celite droga na cdmara de microssublimacao
(cdpsula metélica coberta por uma placa de vidro) a 100°C, obteve-se o microssublimado
sob a forma de cristais aciculares depositados sobre a placa de vidro, sendo entdo

solubilizados em metanol.

2.4 Doseamento de Polifendis e Flavondides totais

2.4.1 Polifendis Totais

A determinacdo do teor de fenois totais presentes na amostra de Tillandsia recurvata
foi realizada por meio de espectroscopia na regido do comprimento de onda visivel
utilizando o método de Folin—Ciocalteu com modificagfes (SOUSA, 2007). Portanto, 25 mg
do extrato seco de acetato de etila foi solubilizado em metanol e transferido para baldo
volumétrico de 25 mL, onde o volume final foi completado. Uma aliquota de 100 pL desta
ultima solucédo foi adicionada a um baldo de 25 mL, contendo 1 mL do reagente de Folin
Ciocalteu e 10 mL de agua destilada; em seguida o volume foi complementado com solugédo
de Na,CO3 a 10,75%. Apds 15 minutos, sob o abrigo da luz, a absorbancia das amostras foi
mensurada (780 nm) utilizando-se cubetas de quartzo e como “branco” agua destilada. O
teor de polifendis totais (FT) foi calculado e expresso em porcentagem (p/p) de acido gélico,

através da formula:

PT=Cp.Aa.Tp
Ca.Ap

Onde: Cp = Concentragdo do padréo utilizado (pg/ mL);
Aa = Absorbéancia determinada para a amostra;
Tp = Teor do padréao (%);
Ca = Concentragdo da amostra (ug/ mL);
Aa = Absorbancia determinada para o padrao;
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2.4.2 Flavonodides Totais

A presenca de flavondides na mesma solucéo extrativa supracitada foi avaliada pelo
método colorimétrico do cloreto de aluminio, através da quantificacdo espectrofotométrica a
316 nm (CHANG et al., 2002). Uma aliquota (20 mg) da solucéo extrativa foi transferida
para um baldo volumétrico de 25 mL, ao qual foi adicionado 2 mL de solucéo etandlica de
AICl; (5% m/v) e o volume final foi completado. Ap6s 30 minutos, a absorbancia foi
medida em espectrofotdmetro, utilizando-se como branco uma solucdo de compensacgéo
(solucdo diluida do extrato sem adicdo do cloreto de aluminio), obtida nas mesmas
condicBes da amostra, O valor de Flavondides totais é calculado e expresso em percentual
(p/p) de quercetina pela equagéo abaixo:

FT=A_.FD
m. A5,

Onde:  FT = Flavonoides Totais;
A = Absorbancia determinada;
FD = Fator de diluicao;
m= massa da amostra;
AY® = Abosrcdo especifica do complexo quercetina — AICI3

lem



Quadro 3 — Pardmetros utilizados para abordagem fitoquimica.

< SISTEMA X CRITERIO DE ESPECTRO DE X
METABOLITO ELUENTE PROPORCAO | REVELADOR AVALIAQAO OBSERVA(}AO PADRAO
.. AcOEt": A.F*: an Bandas de coloracéo - . .
Alcaloides AAC: H,0 (100:11:11:27) Dragendorff alaranjada visivel Pilocarpina
Mono e vanilina sulfurica e | Bandas de coloracao
SesaUIternenos Tol*: AcOEt" (97:3) aquecimento (100°C | rosa, roxo ou azul visivel Timol
g P - 5 minutos) escuro
Triternenos e LEBEL@%”Q i Bandas de coloracéo B-amirina,
pe Tol": AcOEt' (90:12) : 0 levemente rdsea a visivel B-sitosterol e
Esterdides aquecimento (100°C g .
. avermelhada Acido ursolico
- 5 minutos)
. Tol*: AcOEt": N . Bandas de Ultra-violeta .
Cumarinas AR (3:2:0,5) Vapores de amonia fluorescancia azul (365nm) Umbeliferona
) . 4. 1, Bandas de i
Felm:)i:%g?)gog“c Tol™ A’\A‘ EZO Et: (6:4:1) Neu fluorescéncia verde- Ul(tégglr:?r:;eta Verbascosideo
' liméo
Derivados Tol*: AcOEt": » Neu Bandas de Ultra-violeta - ..
Cinamicos AR (6:4:1) fluore_scenua azul (365nm) Acido cafeico
: intenso
Neu Bandas de
.. Tol*: AcOEt": » fluorescéncia Ultra-violeta :
Flavondides AR (6:4:1) vermelha amarela (365nm) Quercetina
laranja ou verde
Taninos AcOEt' — A.F — (100:11:11:27) Neu Bandas de Ultra-violeta | Acido gélico e
Hidrolisaveis A.Ac’ — H,0 S fluorescéncia azul (365nm) Elagico
Taninos ACOEt' — AF - e . . Bandas de coloragéo . . .
Condensados AAC — H,0 (100:11:11:27) | Vanilina cloridrica vermelha visivel Epicatequina

1 - Acetato de etila, 2 - Acido Formico, 3 - Acido Acético, 4 — Tolueno
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O Quadro 4 expressa 0s resultados obtidos ap6s as analises cromatograficas do perfil

fitoquimico a partir dos extratos EHx, EAc, EMe obtidos.

Quadro 4 — Metabolitos majoritarios encontrados em Tillandsia recurvata.

Taninos Hidrolisaveis

Taninos Condensados

METABOLITOS EXTRATOS
EHXx EAC EMe
Alcaloides - - -
Mono e Sesquiterpenos +++ - -
Triterpenos e esterdides +++ ++ ++
Saponinas - - -
Cumarinas - - -
Fenilpropanoglicosideos ++ + +
Derivados Cinamicos - ++ ++
Flavondides - ++ +

Expressdo dos resultados de acordo com a quantidade de bandas
visualizadas no cromatograma: fortemente positivo (+++), positivo (++),

pouco positivo (+), negativo (-). EHx: extrato bruto hexanico, EAc:

extrato bruto de acetato de etila,, EMe: extrato bruto metandlico.

A partir dos dados apresentados no quadro acima, constata-se a presenca de triterpenos

e esteroides, fenilpropanoglicosideos, derivados cindmicos e flavonoides. A pesquisa para

alcaldides, cumarinas, taninos hidrolisaveis e condensados apresentou-se negativa, como

esperado para esta espécie. Para a pesquisa de saponinas, o teste de afrogenicidade foi

realizado de forma preliminar, constatando também a auséncia destes compostos. De acordo
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com MANETTI (2009), apenas tracos de alcaldides do tipo betainas foram descritos em
algumas espécies de bromeliaceas submetidas a anélise, sendo sua presenca rara. Na pesquisa
de mono e sesquiterpenos pode-se observar a maior predominancia destas substancias no
EHx, onde ha presenca de pelo menos cinco diferentes bandas. No EHx pode-se observar
varias bandas, embora nenhuma apresente Rf correspondente ao padrdo de timol (0,6) (Fig.
3).

CH,

OH

H,C  CH,

Figura 4 — Placa cromatogréafica para
pesquisa de mono e sequiterpenos nos
extratos obtidos de T. recurvata.
EHx: extrato bruto hexanico, EAc:
extrato bruto acetato de etila, EMe:
extrato bruto metandlico, P: Padrao

Na familia Bromeliaceae, diversos tipos de compostos terpénicos podem ser
encontrados, como cicloartanos, lanostanos, labdanos, derivados do arborinol e friedelina. A

incidéncia dessas substancias é mais proeminente no género Tillandsia, onde 51% do total de
terpenos isolados estdo distribuidos (Fig. 2) (MANETTI, DELAPORTE & JUNIOR, 2009).
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Assim, diferentes espécies deste género confirmam essa presenca, como em T.
usneoides, T. streptocarpa e T. fasciculata, onde diferentes tipos de cicloartanos foram
isolados e caracterizados estruturalmente (CABRERA, GALLO & SELDES, 1996;
DELAPORTE et al, 2004; CIAU, LOEZA & QUIJANO, 2001).

A partir da analise da cromatoplaca para pesquisa de triterpenos e esteroides, €
possivel observar que existe maior concentragdo destes compostos no extrato hexanico,
devido a polaridade do solvente, sendo possivel verificar a presenca mais pronunciada neste
extrato de bandas correspondentes a B-amirina (Rf 0,7) e B-sitosterol (Rf 0,5), quando
comparado aos outros. Nao é possivel a observacdo de bandas com o mesmo Rf do acido
ursélico (Rf 0,4), porém, ha& presenca de outras bandas amareladas de Rf inferior a ele,
presentes em ambas as amostras. A partir deste resultado pode-se inferir a presenca de
cicloartanos na espécie analisada, uma vez que estes compostos isolados por Cabrera (1995)

séo estruturalmente semelhantes ao padréo utilizado (Fig. 4).
CH3

Figura 4 — Placa cromatogréfica para pesquisa de
triterpenos em Tillandsia recurvata, evidenciando
estruturas quimicas do padrdo utilizado. EHx:
extrato hexanico, EAc: extrato acetato de etila,
EMe: extrato metandlico, P: Padrdo com B-amirina
(1), p-sitosterol (2) e Acido ursdlico (3).
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A sintese de fenilpropanoides pelo vegetal pode sofrer um incremento diante de
diferentes situacbes, como, defesa contra herbivoros, ataque de microrganismos ou mesmo
invasdo por outras espécies (GALVEZ, CORDERO & AYUSO, 2006). A presenca de
derivados cinamicos foi observada nos extratos EAc e EMe, onde observam-se pelo menos
quatro bandas distintas de fluorescéncia azul intensa (Fig. 5B). E possivel verificar também a
presenca de fenilpropanoglicosideos (coloragdo azul esverdeada) e terpenos (coloragéo
avermelhada) predominantes no extrato hexanico, indicando assim a sua baixa polaridade
(Fig. 5A). Observa-se que as amostras EAc e EMe quando comparadas ao padrdo de &cido
caféico apresentam correspondéncia de duas dessas bandas, sendo possivelmente derivados do
acido cinamico (cis e trans) (Fig. 5B). Segundo Carvalho (2007), os derivados deste acido
mais encontrado na natureza possuem conformacédo trans e sdo mais estaveis. Porém, sob
acao da luz eles podem ser convertidos em sua forma cis, podendo ser visualizada a separacdo
dessas conformacgdes em CCD através da eluicdo com acidos organicos diluidos, como o
acido acético. A partir de pesquisas realizadas por Benzing (2000), foi possivel caracterizar a
presenca de acido p-cumarico, feralico e sinapico na hipoderme das folhas de Tillandsia
purpurea e Tillandsia usneoides. A presenca de digliceridios naturais dos acidos
hidroxicindmicos e seus ésteres é rara, restrita apenas a algumas espécies. Porém, Delaporte et
al. (2006) comprovaram a presenca em Tillandsia streptocarpa de 4 derivados do acido 1,3-
O-dicinamoilglicerol, sendo este descrito anteriormente em Tillandsia recurvata por Queiroga
et al. (2004).



EHx EAc EMe P1 P2 P3

EHx EAc EMe P1 P2 P3

A B

Fig 5 - Placa cromatogréfica para pesquisa de Fenilpropandides, derivados
cinamicos e flavonodides em Tillandsia recurvata (UV 365 nm). A - sem
revelador. B — revelada com Neu, evidenciando estruturas quimicas dos
padrdes utilizados. EHXx: extrato hexanico, EAC: extrato acetato de etila,
EMe: extrato metandlico, P1: padrdo de quercetina, P2: padrdo de acido
caféico (cis e tras), P3: padrdo de &cido clorogénico.

Os flavonoides constituem um dos grupos fenolicos mais diversificados e ubiquos do
reino vegetal, pois apresentam ampla distribuigdo e estdo relacionados a diversas fungdes
bioldgicas (ZUNAZZI, 2007). Apresentam-se em Bromeliaceae como compostos majoritarios
e, segundo Benzing (2000), flavonoides, flavonol e flavonas podem ser encontrados nas
folhas de Tillandsia. Em pesquisa realizada por Manneti (2009) foram identificados nas
espécies analisadas deste género flavanois (3%), flavanonas (4%), flavonas (34%), flavondis
(33%) e antocianinas (26%).

A partir da analise dos ensaios realizados em T. recurvata, observa-se a presenca de
flavonoides nos extratos EAc e EMe, sendo mais proeminente no primeiro, caracterizando-se
por uma banda de coloracdo amarelada com Rf de 0,3. No extrato EAc, porém, pode-se notar
a presenca de um flavonoide de coloracdo alaranjada e Rf proximo ao padrdo de quercetina
(Fig. 5b). Apesar das poucas pesquisas existentes sobre flavonodides neste género, outros
autores confirmam a presenca de flavononas em diferentes espécies de Tillandsia, como T.
usneoides, T. utriculata e T. purpurea (SCOTTY & MABRY, 1977; ULUBELEN &
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MABRY, 1982; ARSLANIAN & STERMITZ, 1986). Recentemente, Delaporte e
colaboradores (2006) confirmaram este resultado, obtendo-se através de processos
cromatograficos 5 mg de quercetina a partir do extrato de acetato de etila em Tillandsia
streptocarpa.

Analisando-se por CCD as fragdes obtidas na tentativa de isolamento, verificou-se a
obtencéo de fracBes enriquecidas de F1 e M1 (Fig. 6), ndo sendo possivel obté-las em estado
de pureza adequado para obtencdo de dados espectroscopicos, dada a sua grande dificuldade
de ser purificado pelos diversos procedimentos cromatograficos efetuados. A amostra T1,
apesar de saber tratar-se de um monoterpeno, a partir dos resultados espectrométricos parciais
obtidos, ainda ndo foi possivel sua determinacdo estrutural. Através do método da
microssublimacdo foram obtidos cristais de substancias fluorescentes visiveis sob UV 365nm
(Mss — Fig.6).

Fig. 6 - Placas cromatograficas evidenciando fracOes
enriquecidas obtidas: F1 - flavondide purificado. Sistema AcOEt
— Ac.F — Ac.A — H,0 (100:11:11:27), revelado com Neu (365
nm). M1 - molécula purificada do extrato hexanico. Sistema
tolueno: acetato de etila (90:10), UV 365nm. Mss - moléculas
flurescentes obtidas por microssublimagdo do extrato metanolico.
Sistema tolueno: acetato de etila: acido férmico (6:4:1), UV
365nm.
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A técnica espectrofotométrica para doseamento de substancias quimicas é uma das
analises utilizadas frequentemente em analises farmacéuticas, sendo um dos métodos
analiticos mais usados para quantificacdo de flavonoides e fenois totais em material vegetal.
Este fato se deve de a sua robustez, custo relativamente baixo, rapidez quando comparado a
outras técnicas e grande namero de aplicacdes (POZZI, 2006; KOMAROVA et al., 2009).

Os compostos fenolicos formam uma grande classe de compostos, na qual estdo
incluidas diversas substancias aromaticas que possuem carater antioxidante. Este fato se deve
principalmente as propriedades redutoras de sua estrutura quimica, desempenhando um papel
importante na neutralizacdo de radicais livres. A quantificacdo espectrofotométrica destas
substancias utiliza o reagente de Folin-Ciocalteu, que por possuir estado de oxidagéo positivo,
interage com os agentes redutores fenolicos, formando-se um complexo de coloracdo azul que
permite a determinacdo da concentracdo das substancias redutoras, sendo assim possivel
mensurar a presenca destas substancias nos tecidos vegetais (Fig. 9) (CARVALHO,
GOSMANN & SCHENKEL; SOUZA et al., 2007).

COOH COO
N82003
I

HO OH HO OH

OH OH

COO COO

+2Mo® — » +2Mo®+ 2 H"

HO OH (@) OH

OH @)

Figura 9 - Reacdo do molibdénio (presente no reagente de Folin) com compostos

de origem fendlica (&cido gélico e.g.).

O uso do cloreto de aluminio (AICI3) na espectrometria UV-VIS de flavonodides
baseia-se na propriedade do cation aluminio (AI*®) de formar complexos estaveis com
flavondides em metanol, ocorrendo assim uma intensificacdo da absorcdo devido a extensdo
do sistema conjugado apds a complexagdo, sendo este o principio que permite o doseamento

destas substancias (Fig. 10).
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Figura 10 - Representagdo esquematica da

complexacdo Al**-Flavondide.

Os comprimentos de onda com absorbancia maxima observados nos espectros de

absorcdo da amostra foram 0, 846 em 779nm e 0,629 em 208nm, para polifenois e
flavonoides totais, respectivamente (Fig. 11a e b).

0.0 - - - - - - ; :
400 500 600 700 800 900
nm

— sol. 31,25ugml - 1.dsp — sol. 31,25ugml- 2.dsp

—— sol. 31,25ugml - 3.dsp sol. 62,5ugml - 1.dsp
sol. 62,5ugml - 2.dsp sol. 62,5ugml - 3.dsp
sol. 125ugml.dsp — sol. 125ugml - 1.dsp
sol. 125ugml - 2.dsp sol. 125ugml - 3.dsp

Figura 11a — Curva obtida por espectroscopia para Polifendis totais no EAc de T.
recurvata.
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017

0.0T

200 300 400 500
nm

—— amostra com cloreto 3.dsp —— amostra com cloreto 4.dsp
—— amostra com cloreto -2.dsp

Fig 11 — Curvas obtidas por espectroscopia para Polifenois e Flavonéides totais no EAc em
T. recurvata.

Diante do perfil fitoquimico apresentado para esta espécie, testes espectrométricos
foram realizados no intuito de mensurar a concentracdo destes compostos. Os resultados
obtidos na determinacdo dos polifendis totais (PT) pelo método Folin — Ciocalteu foram
expressos como equivalentes de &cido galico (EAG), em gramas de extrato bruto por grama
de material vegetal, revelando um teor de 14,6% desses compostos na amostra de acetato de
etila analisada, enquanto que a concentracdo de flavondides totais determinada para 0 mesmo
analito, foi de 0,021 g% de quercetina (0,00017 + 0,080).
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apitulo 111

ATIVIDADE ANTIBACTERIANA DE
Tillandsia recurvata L.
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1. INTRODUCAO

Apesar da industria farmacéutica ter aumentado a producéo de antibidticos nas Gltimas
trés décadas, a resisténcia bacteriana também tem aumentado proporcionalmente, tornando-se
um problema crescente de ambito mundial (NASCIMENTO, 2000). O surgimento das
primeiras cepas de Staphylococcus aureus produtoras de penicilases, ha meio século, logo
apos a entrada da penicilina no mercado, deu inicio a uma busca crescente pela descoberta de
novas alternativas para debelar esse processo. Originalmente, o fendmeno de resisténcia aos
antibiodticos pelos microrganismos pode ser entendido como um processo de selecdo natural,
onde, apds a exposicdo, 0s microrganismos mais vulneraveis perecem, restando apenas 0s
mais resistentes. Porém, este se tornou um processo irrefredvel, resultante do uso excessivo e
irrestrito dos antimicrobianos no tratamento das enfermidades humanas, animais e até mesmo
na aquicultura e agricultura (WHO, 2000). Dessa forma, o uso excessivo e indiscriminado de
antimicrobianos aliado ao elevado nimero de pacientes graves e imunocomprometidos nos
sistemas de saude tem levado ao desenvolvimento de cepas de microrganismos
multirresistentes, como Staphylococcus aureus. Estas cepas representam um sério problema
para 0s pacientes hospitalizados, visto que estes microrganismos conseguiram desenvolver
com sucesso inumeras estratégias de resisténcia, permanecendo imunes a acdo de diversos
agentes antibioticos. Portanto, observa-se a importancia da busca por novos agentes
terapéuticos capazes de debelar as infec¢des causadas por esses microrganismos (BLANCO,
2009).

As plantas sdo conhecidas por produzirem uma gama de substancias, sejam para se
adaptarem ao meio em que vivem ou como resposta a ataques de predadores, podendo incluir
patdégenos ou mesmo microrganismos oportunistas (SANTOS, 2007). Dessa forma, a planta e
0s produtos de seu metabolismo secundario constituem uma fonte promissora no
fornecimento de compostos bioativos com estruturas diversas, com potenciais atividades
farmacoldgicas, incluindo atividade antimicrobiana (CHUNG, 2011). Portanto a busca na
etnofarmacologia por prototipos estruturais que possam ser fonte para desenvolvimento de
novos agentes terapéuticos tem se tornado cada vez mais intensa (DEMO, 2008).

Por estas razdes a comunidade cientifica tem sido impulsionada na busca por efeitos
antimicrobianos em espécies vegetais, como alternativa aos antibioticos comumente usados na
terapéutica (LIMA, 2001).
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Diversos registros apontam o uso de uma grande variedade de plantas ao longo da
historia a partir do conhecimento empirico da medicina tradicional. Documentos como o
papiro de Ebers no Egito, manuscritos de Pent-Sao na china e mesmo os tratados de
Teofrasto, em sua obra “Histéria das plantas” comprovam que o conhecimento acerca do
potencial das plantas na cura de diversas doengas € relatado ha mais de 3000 anos antes da era
cristd (CUNHA, 2006). Até o século XIX, os recursos terapéuticos eram constituidos
predominantemente por plantas e seus derivados, o que pode ser ilustrado pelas farmacopeias
da época (SCHENKEL, 2007). As propriedades antibidticas de alguns produtos naturais, ja
sdo reconhecidas empiricamente ha séculos. Por volta de 1870 Tyndall, Pasteur e Roberts
relataram os efeitos antagonistas de alguns microrganismos sobre outros. Porém a era dos
antibioticos s6 comecou em 1929 com a descoberta da penicilina por Fleming, isolada a partir
dos metabdlitos secundarios de um fungo (TABAREZ, 2005)

Por um longo periodo de tempo, as plantas tém sido uma valiosa fonte de produtos
naturais para a manutencdo da salde humana, especialmente na Gltima década, com estudos
mais intensivos de terapias naturais. Paralelamente, a busca por terapias que produzam menos
efeitos adversos pela populacdo, tem acarretado em um incremento na utilizacdo da
fitomedicina em todo o mundo desenvolvido (Barnes, 2007). Muitas drogas vegetais e seus
derivados tém mostrado atividade bioldgica, tanto in vitro quanto in vivo, mostrando o
interesse pela pesquisa na medicina tradicional, com foco em quais 0s componentes s&o
responsaveis por essa acdo. Paises como Brasil, india, Mexico e Cuba sdo exemplos de paises
com elevado potencial para descoberta de novas substancias, baseado no fato de possuirem
uma grande diversidade bioldgica ainda pouco explorada (DEMO, 2008).

No Brasil, o inicio das pesquisas sobre substancias antimicrobianas de origem vegetal
se deu com Cardoso & Santos em 1948, onde foram avaliados extratos de 100 diferentes
plantas em relacdo as propriedades antimicrobianas que possuiam. Atualmente, estudos sobre
as atividades antimicrobianas de diversas plantas nativas tém sido relatados em muitos paises
da América Latina, como exemplo o Brasil, que possui uma flora diversificada e uma rica
tradicdo no uso dessas espéecies (LOGUERCIO, 2005; ANESINI, 1993).

Tillandisa recurvata L. (Bromeliaceae), popularmente conhecida como “ninho” devido a
sua aparéncia, € uma epifita nativa localizada em toda a costa do Brasil e distribuida por toda
a América Latina (FORZZA, 2010; GBIF,2010). Poucos estudos, porem, tém sido realizados
a respeito das atividades farmacoldgicas desta espécie, conhecida tradicionalmente na
medicina popular por suas propriedades no tratamento de alguns transtornos como dores,

tosse e febre, além de ser utilizada pela populagcdo no tratamento de infecgbes oculares
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(MANETTI, 2009). Alguns estudos preliminares comprovam o potencial desta espécie como
agente antimicrobiano (PAZ, 1995), porém estudos mais detalhados seriam necessarios.
Assim, o presente trabalho tem como objetivo avaliar a atividade antibacteriana de T.

recurvata frente a cepas de microrganismos multirresistentes.

2. MATERIAL E METODOS

2.1 Material vegetal

Para a realizacdo das andlises, amostras de T. recurvata foram coletadas no municipio de

Cuité e catalogadas em dois diferentes herbarios de Pernambuco (vide cap. II).

2.2 Fitoquimica

2.2.1 Preparagdo dos extratos

Depois de seca a sombra, a temperatura ambiente, a amostra foi reduzida a pequenos
fragmentos e devidamente pesada. Para a extracdo foram realizadas duas metodologias:
primeiramente a maceracao, utilizada para realizacdo da triagem inicial e a turbdlise utilizada

na segunda parte dos ensaios.

2.2.1.a Maceracao

Apds pesagem e cominuicdo das partes aéreas vegetais, um total de 1 Kg da planta foi
submerso em diferentes solventes aquecidos, submetido ao processo de maceracdo durante
duas semanas para cada solvente utilizado, com agitacdo e renovacdo do solvente. Assim,
foram obtidos os respectivos extratos brutos secos hexanico (EHx), acetato de etila (EAC) e
metanolico (EMe), conforme capitulo I1.

Com base nos usos etnofarmacologicos desta planta, foi preparado adicionalmente um
extrato aquoso a partir da planta fresca através do processo de infusdo, para que tambem fosse

avaliado o seu comportamento frente as bactérias.
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2.2.1.b Turbolise

Para este método extrativo, 30 gramas da amostra foram submetidos a turboextracéo
(temperatura < 40°C) utilizando-se solucdo etandlica a 50% como solvente extrator. Os
extratos foram filtrados através de papel filtro sob pressdo reduzida e em seguida a eliminacéo
total do solvente foi realizada em um vaporizador rotativo padrdo. Dessa forma, foram obtidos
7,2% de extrato bruto seco hidroalcoolico (EHA). A partir deste foram realizadas lavagens,
utilizando solventes de polaridade crescente no intuito de promover a separagdo das
moléculas de acordo com suas afinidades quimicas pela polaridade dos solventes. Ao final do
processo as solucdes extrativas foram evaporadas sob pressdo reduzida e assim obtidos os

extratos brutos secos.

2.2.2 Identificagdo dos Componentes Quimicos

Os extratos de T. recurvata foram submetidos a cromatografia em camada delgada
(CCD), com o objetivo de fornecer informacdes sobre quais metabolitos secundarios estariam
presentes nos extratos testados. Para isto, as amostras foram aplicadas sobre cromatoplacas de
silica gel (Kieselgel 60, 0.2 mm, Merck), utilizando como fase movel o sistema composto por
Tolueno: Acido acético: Acido formico (6:4:1) (Wagner & Bladt 1996). As placas foram
analisadas sob luz ultravioleta (365 nm) apds revelacdo com o reagente de NEU

(difenilboriloxietilamina).

2.3 Microbiologia

2.3.1 Padronizacéo dos extratos e padroes

Para realizacdo dos ensaios antibacterianos, os extratos foram solubilizados em um
sistema composto por DMSO (dimetil sulféxido 10%)/ Tween80/ dgua (1:1:8), obtendo assim
solugdes estoque padronizadas de concentracdo igual a 1000 pg/mL. Essas solugGes foram
esterilizadas por filtragdo através de membranas milipore® de porosidade de 0,22 pm
Também foram incluidas nos ensaios amostras obtidas a partir do isolamento e purificagdo
quimicos (conforme cap. I): microssublimado (Mss) e uma molécula purificada esverdeada
obtida do extrato hexanico (M1), padronizados sob as mesmas condi¢cdes que 0s extratos
citados. Os agentes antimicrobianos de referéncia de Ciprofloxacino, Teicoplanina,
Polimixina B, Imipenem e Oxacilina foram cedidos pela Eurofarma Laboratério LTDA -

Brasil. A resisténcia dos microrganismos frentes aos padrdes foram definidas em cada caso,
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obtendo-se os valores de CIM a partir de dilui¢des em série num intervalo de concentracao de
512 a 4 pg/ mL.

2.3.2 Padronizacéo das cepas

Os microrganismos utilizados neste ensaio foram oriundos de isolados clinicos, com
comprovacdo de multirresisténcia bacteriana, adquiridos a partir de lavados e secrecoes
teciduais. As cepas padréo utilizadas foram obtidas do American Type Culture Collection. As
colénias isoladas foram selecionadas e inoculadas em caldo Mueller-Hinton (Acumedia
Manufacturers, Baltimore, EUA), a uma turbidez de 10" UFC/ mL. Depois disso, a suspensdo
foi diluida em &agua (1:10) para obtencdo de uma solucdo final de 10° UFC/ mL
(COURVALIN et al, 1985)

2.3.3 Bioautografia

Ap0s o desenvolvimento das cromatoplacas no sistema eluente supracitado, elas foram
secas durante doze horas em temperatura ambiente, para total evaporacdo dos solventes
utilizados. Em uma placa de Petri, contendo cerca de 2 mL de meio de cultura (Muller Hinton
agar), as placas cromatograficas foram acondiciondas e sobre elas foi vertido 1 mL do mesmo
meio, contendo 10" unidades formadoras de coldnia (UFC) de Staphylococcus aureus ATCC
25923 e Enterococcus faecalis LFBM 02. As placas foram incubadas durante 24 horas a 32°
C e em seguida reveladas com uma solucdo de cristal violeta. Para desenvolvimento da cor,
incubaram-se as placas a 35° C, durante 1 h. As areas que apresentavam zonas de inibicdo de

crescimento foram comparadas com o Rf das moléculas relacionados, observadas na CCD.

2.3.4 Determinacdo da Concentracdo Minima Inibitoria (CIM)

A Concentracdo Inibitéria Minima (CIM) dos extratos de T. recurvata foi determinada
pelo método de microdiluicdo em caldo, seguindo as recomendacOes estabelecidas pelo
Clinical Laboratory Standards Institute (CLSI, 2010), com modificacGes. Os ensaios foram
realizados em microplacas estéreis de 96 orificios com fundo em forma de “U”. Um volume
de 200 pL das solugdes extrativas estéreis foi inoculado nos orificios de 1 a 12 da linha A. Os
demais orificios foram preenchidos inicialmente apenas com 100 puL de caldo Mueller-
Hinton. Sequencialmente, foram retirados 100 pL dos pogos que continham o extrato e

adicionados aos pocos da linha seguinte até a ultima linha, de modo que fosse realizada uma
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diluicdo em série para criar um gradiente de concentragdo de 1000 pug/ mL a 3,9 pg/ mL. A
cada coluna foram adicionados 5 pL de uma determinada cepa de microrganismos (10° UFC/
mL), perfazendo um total de 11 cepas diferentes j& que a coluna 1 ndo os possuia, sendo o
nosso controle negativo.

O preparo de outra placa foi realizado sob as mesmas condigdes, com excegdo da
adicdo dos extratos. Apds incubacdo por 24 horas, as absorbancias das microplacas foram
determinadas através de um leitor de ELISA automatico de bandeja ajustada (Thermo plate —
TP Reader®) a 450 nm. A inibicdo do crescimento foi demonstrada pela densidade optica,
considerando o crescimento total (100%) na placa controle e o percentual de reducdo a
diferenca dos outros pocos em comparacdo aquele. A CIM foi descrita como a mais baixa
concentracdo dos extratos ou agentes antimicrobianos que inibiu o crescimento bacteriano
apos 24 h de incubacdo a 37°C, 0 que ocorreu quantitativamente nos po¢os que mostraram
percentagem de inibicdo de crescimento maior ou igual que 70%. Os ensaios de atividade
foram realizados em duas etapas: inicialmente foi realizada uma triagem preliminar, para
determinacdo do perfil antibacteriano da espécie, e na etapa seguinte as andlises foram
realizadas com foco nos microrganismos que apresentaram maior sensibilidade a acdo dos
extratos. Todos 0s microrganismos testados nestas etapas foram padronizados a 10’ UFC/mL.

Segundo Sartoratto et al (2004), a atividade antimicrobiana é considerada como forte
quando encontramos CIM com valores entre 50 — 500 pg /mL, atividade moderada para
valores entre 600 — 1500 pg /mL e atividade fraca quando os valores obtidos estdo acima de
1500 pg /mL.

23.4.a Etapal

Para a realizacdo da triagem antibacteriana foram utilizados 11 microrganismos
diferentes, incluindo Gram positivos e Gram negativos, alguns deles obtidos a partir de
pacientes acometidos por infecgdes e com um fenotipo de resisténcia para diversos agentes
antimicrobianos. As cepas utilizadas foram: Staphylococcus aureus (LFBM 26),
Staphylococcus aureus (ATCC 25932), Pseudomonas aeruginosa (LFBM 05), Pseudomonas
aeruginosa (ATCC 9027), Enterococcus faecalis (LFBM 02), Enterococcus faecalis (ATCC
27212), Escherichia coli (ATCC 25922), Klebsiella pneumoniae (ATCC 700603), Klebsiella
pneumoniae carbapenemase (LFBM 01), Escherichia coli enterohemorragica (O157:H7-
INCQS 0071), Proteus mirabilis (LFBM 02 ).
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2.34.b Etapa?2

A partir dos resultados obtidos com a triagem preliminar, foram selecionadas as cepas que
se apresentaram mais sensiveis aos extratos testados. Dessa forma, foram escolhidas cepas
Gram positivas de Staphylococcus aureus (LFBM — 03,15, 16, 24, 25, 26, 28, 29, 30, 33), as
quais foram avaliadas frente ao extrato de acetato de etila (EAc), microssublimado (Mss) e a
molécula purificada (M1), e Enterococcus faecalis (LFBM — ATCC, 01, 02, 03, 04, 08, 10,

12, 14, 19, 21) avaliadas frente ao extrato de acetato de etila.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

A partir dos extratos obtidos por maceracao, utilizados na triagem inicial, obtiveram-
se extratos brutos secos de hexano (EHex — 0,606%), acetato de etila (EAc — 2,171%),
metanol (EMe — 5,2%) e aquoso (EAQ - 15,6%). Através das analises cromatograficas é
possivel observar que os extratos analisados apresentam em sua composicdo diferentes
compostos fendlicos, como fenilpropanoglicosideos, derivados cindmicos e flavondides, além
da presenca de terpenos verificada no extrato hexanico (Fig. 1), corroborando os estudos de
Cabrera & Seldes (1995) e Queiroga et al (2004). Resultados semelhantes foram encontrados
por Delaporte e colaboradores (2006) em Tillandsia streptocarpa, onde terpenos e
fenilpropandides também foram verificados.
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EHex EAc EMe EAq M1 Mss EHex EAc EMe EAq M1 Mss

Figura 1 — Cromatografia em camada delgada de amostras testadas na triagem
antibacteriana, visualizada sob UV 365 nm. A — sem revelagdo; B — apds revelagao
com o reagente de NEU.

A capacidade de inibir o crescimento microbiano € uma caracteristica conhecida para a
familia Bromeliaceae. Para o0s representantes do género Tillandsia, muitas espécies ja
possuem comprovacdo sobre esta atividade, como Tillandsia aéranthos, T. capillaris f.
cordobensis (Hieron), T. strepctaorpa Baker, T. usneoides L. e T. imperialis E. Morr. ex Mez
(PAZ, 1995; BARBOZA, 2009; POSADAS, 2011; ALVES, 2011).

De uma forma geral, os compostos fenolicos possuem acgdo efetiva contra virus, bactérias
e fungos. O mais provavel mecanismo de acdo destes compostos sobre a atividade
antibacteriana envolve a inibigdo enzimética pela oxidacdo de seus componentes através de
reagc0es com os grupamentos sulfidrilas e de interagdes inespecificas (relacionadas com o
carater hidrofébico dessas moléculas) com os grupamentos tiol das proteinas (DEMO, 2008;
COWAN, 1999, GIBBONS, 2004). Segundo Fernandez (1996), os derivados do é&cido
cinamico presentes em algumas espécies de Scrophularia sp. sdo responsaveis pela atividade
antimicrobiana desse vegetal, cuja potencia é proporcional a concentracdo desses compostos,

mostrando-se ativos principalmente contra microrganismos Gram-positivos. Para Narasimhan
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(2004), essas substancias desempenham um papel importante na inibicdo de microrganismos,
apresentando um incremento notavel desse efeito quando ocorre a halogenacdo da cadeia
lateral da estrutura, quando comparadas com a hidroxilacdo da mesma. Para os flavondides, a
sua atividade antimicrobiana demonstra que possuem diferentes alvos de acdo celular, ao
invés de um Unico sitio especifico. Esses recursos estruturais podem ser necessarios para
facilitarem a aproximagao ou absorgdo dessas moléculas pela célula bacteriana.

Os compostos de origem terpénica formam uma classe diversificada de substancias
naturais, constituidos por unidades de isoprenos, sendo este o critério de classificacdo. Eles
podem ocorrer como hemiterpenos (C5), sesquiterpenos (C15), di, tri ou tetraterpenos (C20,
C30, e C40). Quando estes compostos possuem sua estrutura oxigenada, sdo denominados
terpendides. Eles apresentam importantes atividades terapéuticas contra bactérias, fungos,
virus e protozodarios. O mecanismo de acdo destas substancias ndo esta totalmente definido,
mas agem contra os microrganismos devido ao cardter lipofilico de suas moléculas,
facilitando a interagdo da membrana com estas estruturas, ocasionando a desorganizagéo e
ruptura da membrana citoplasmatica (DEMO, 2008; COWAN, 1999). Estudos indicam a a¢édo
de diferentes terpenos, dentre eles cicloartanos, mostrando-se ativos contra microrganismos
Gram-positivos como Staphylococcus aureus, Enterococcus sp., Candida albicans e
Micrococcus luteus (LUGO, 2002; TOGASHI, 2008; SANTQOS, 2010).

Uma das indiscutiveis funcbes dos flavonoides esta baseada no seu papel de protecdo das
plantas contra a invasdo microbiana, a partir da acumulacdo dessas substancias como
fitoalexinas, em resposta a ataques microbianos. Sua acdo se deve provavelmente a sua
habilidade de se complexar com as proteinas extracelulares sollveis e com a parede celular
bacteriana, complexando irreversivelmente com os aminoécidos nucleofilicos. Os flavonéides
de carater mais lipofilicos podem agir diretamente sobre a membrana microbiana, causando a
sua ruptura (DEMO, 2008; COWAN, 1999; HARBONE, 2000).

A partir de estudos realizados Tsuchiya e colaboradores (1996) para determinacao da acao
de flavonoides sobre cepas de Staphylococcus aureus MRSA (Methicillin-resistant
Staphylococcus aureus), foi possivel observar que a dihidroxilagdo nas posi¢des 2°, 4’ ou 2°,
6’ do anel B ¢ a dihidroxilacdo dos carbonos 5 e 7 do anel A da estrutura da flavanona
apresentam grande importancia para a atividade anti-MRSA. Além disso, observou-se que a
substituicdo dos carbonos 6 e 8 por uma cadeia longa alifatica, como lavandulil (5 - metil - 2 -
isopropenil — hex - 4 - enil) ou geranil (trans - 3, 7 - dimetil - 2, 6 - octadienil), também séo
responsaveis pelo aumento dessa atividade. Alcaraz et al.(2000) confirmaram posteriormente

a importancia da hidroxilagdo do carbono 5 das flavanonas e flavonas na atividade contra
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MRSA. De acordo com Ward e colaboradores (1981), os derivados 3 - metileno flavanona,
obtidos por sintese através da halogenacdo do anel B, foram responsaveis pelo aumento
significativo da atividade contra S. aureus e mais proeminente contra E. faecalis.

Analisando-se as respostas obtidas pelos extratos nessa etapa inicial da pesquisa, observa-
se um perfil de atividade predominante sobre as Gram positivas (Tab. 1). Segundo Ikgai e
colaboradores (1993) estes microrganismos apresentam-se mais sensiveis a acdo de
flavonoides, pois os Gram negativos apresentam na estrutura de sua parede celular
lipossacarideos, que sdo carregados negativamente, dificultando assim a sua interacdo com 0s
compostos presentes no extrato. Os extratos EHex, EAc e EMe apresentaram-se ativos contra
a cepa padrdo de Staphylococcus aureus, com valores de CIM variando entre 7,8 a 1000 pg/
mL, necessitando de uma concentracdo quase nove vezes menor para inibir o seu crescimento,
guando comparados com o padrdo de ciprofloxacina (64 pg/ mL). As cepas de S. aureus
revelaram um perfil de resisténcia contra muitos agentes antimicrobianos, como o0s
antibioticos B-lactdmicos. Outro destaque importante € a forte atividade contra Enterococcus
faecalis, onde os extratos EHex, EAc, EMe e EAq apresentaram valores de CIM inferiores a
do agente antimicrobiano usado como referéncia, teicoplanina (8 pg/ mL), num intervalo de
7,8 a 1000 pg/ mL. Este resultado pode ser comprovado atraves da bioautografia, onde a zona
de inibicdo formada pelo extrato de acetato de etila na placa de CCD correspondia ao Rf das
bandas representativas dos compostos fenolicos observados (bandas amarelas e azuis, Rf 0,1 a
0,5). Apesar do comportamento semelhante dos extratos em relacdo a suas atividades sobre S.
aureus e E. faecalis, do ponto de vista quimico o extrato de acetato de etila apresenta uma
maior concentracdo de fenilpropanoides, observados pela coloragcdo mais intensa na CCD,
além do que, nesse extrato existe a presenca de flavondides que ndo se encontram com a
mesma intensidade que nos outros (Fig. 1). Estes resultados preliminares apresentam grande
relevancia, tendo em vista que as cepas utilizadas em sua maioria sdo de microrganismos
multirresistentes a diversos agentes antimicrobianos, demonstrando, assim, uma forte
atividade dos extratos testados contra 0s microrganismos Gram positivos.

S. aureus é considerado o patbgeno humano mais importante do género Staphylococcus.
Apresentam ampla distribuicdo na natureza e fazem parte da microbiota normal da pele e
mucosa de uma grande parte de mamiferos. Porem, devido ao fenbmeno de resisténcia
encontrado atualmente, a frequéncia de infecgdes ocasionadas por estas cepas meticilina
resistente (MRSA) tem representado um aumento continuo a nivel mundial (RATTI &
SOUZA, 2009). Eles estdo envolvidos em diversas infecgdes nosocomiais oportunistas, de

origem hospitalar ou mesmo comunitaria, como foliculite, impetigo, furinculos e até mesmo
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infecgBes sistémicas potencialmente fatais em diferentes sitios de colonizagdo, como pregas
cuténeas, axilas, orofaringe, perineo e vagina (DAVENPORT et al., 1986).

O género Enterococcus inclui diversas espéecies que fazem parte da microbiota propria do
trato gastrintestinal, da vagina e da cavidade bucal, sobrevivendo através de relacGes
comensalisticas com seu hospedeiro. Porém, Enterococcus abrangem também espécies
patogénicas, sobretudo E. faecalis, onde as caracteristicas microbiolégicas bem como os
fatores de viruléncia determinam a sua patogenicidade (PARADELLA, KOGA-ITO &
JORGE, 2007). Esses microrganismos sdo resistentes a diversos antibioticos, como
tetraciclina, gentamincina e teicoplanina (SEDGLEY et al, 2005), e sabe-se que s&o
responsaveis por mais de 90% das infeccBes humanas enterocécicas, podendo ser o agente
etioldgico de infeccbes como urinarias, endocardites e endoddnticas (KAYAOGLU &
ORSTAVIK, 2004).

Com base nos resultados obtidos no ensaio preliminar, foram escolhidos os extratos
que apresentaram melhor desempenho frente as bactérias e, com o objetivo de potencializar a
extracdo dessas substancias, foi realizada uma segunda metodologia extrativa. Para Naczk
(2004), a solubilidade dos compostos fendlicos é dependente da polaridade do solvente
utilizado, de sua polimerizagdo ou mesmo da interacdo destes com 0s outros constituintes da
planta. Foi escolhido assim o método da turboextracdo, que consiste na extracdo com
simultanea reducdo do tamanho das particulas, através de forcas mecanicas. Neste processo,
além da difusdo das substancias dissolvidas pela membrana, ocorre em primeiro plano a
ruptura das células, o que favorece a rapida dissolucdo das substancias ativas, considerado um
processo extrativo que leva ao esgotamento vegetal (SONAGLIO et al, 2007). Com este
procedimento, foram obtidos um total de 0,824% de extrato bruto seco hexanico (EHex),
7,42% de extrato bruto seco de acetato de etila (EAC) e 49,5% de extrato bruto seco aquoso
(EAQ) e 10,92% de extrato bruto seco metanélico (EMe). Dessa forma, pode ser observado
um incremento consideravel no rendimento dos extratos obtidos, alterando-se apenas o
processo extrativo, onde o EAc apresentou um rendimento final aproximadamente trés vezes
maior, quando comparado ao rendimento obtido pela maceragdo (Fig. 2 ). Esse aumento do
poder extrativo pode ser percebido também através da CCD, onde observam-se bandas
fluorescentes mais espagadas e de coloracdo mais intensa, demonstrando uma maior
predominancia de compostos fendlicos mais polares resultantes do solvente utilizado neste
tipo de extragdo (Fig. 3). Esse resultado foi confirmado por Lagos (2006), que realizou um

estudo comparativo de metodologias extrativas e verificou que o0 método da turbdlise usando
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etanol a 50% é o método mais eficiente na extracdo de compostos fendlicos, uma vez que

contribui para um maior rendimento extrativo.

esgus M aceragao

s=i=Turbolise

Rendimento obtido (%)

o wv

EHx EAc EMe Eaq
Extrato bruto seco

Figura 2 - Comparacédo entre os métodos extrativos de Tillandsia recurvata em relacéo ao
rendimento obtido para os extratos obtidos: EHx — extrato bruto hexanico, EAc — extrato
bruto de acetato de etila, EMe — extrato metanolico, Eaq — extrato aquoso.

EHA EHx EAc EAq EMe EHA EHx EAc EAq EMe

Figura 3 — Cromatografia em camada delgada de amostras
testadas na etapa 2 dos ensaios antimicrobianos, visualizados
sob UV 365 nm. A — sem revelacdo; B — ap0s revelagcdo com o
reagente de NEU.
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Como os extratos analisados na primeira etapa dos ensaios apresentaram um perfil de
atividade mais pronunciado contra 0s microrganismos Gram-positivos, a segunda etapa do
teste de atividade concentrou as analises para as cepas bacterianas que se apresentaram mais
sensiveis a acdo dos extratos, S. aureus e E. faecalis, sendo testados 22 microrganismos
diferentes, a maioria com perfil de multiresisténcia aos agentes antimicrobianos usados
comumente na clinica. A escolha desses microrganismos se deu devido ao perfil de resisténcia
que apresentam, além de serem os clinicamente mais relevantes, estando envolvidos em
infeccbes nosocomiais graves. Para os extratos testados frente a S. aureus, as trés amostras
apresentaram valores de CIM bem abaixo do padrédo de oxacilina utilizado (800 pg/mL)
contra a cepa LFBM 26, sendo a amostra Mss muito ativa (15,6 pg/ mL) (Tab. 2). Quando o
EAc foi testado contra E. faecalis observou-se uma forte atividade contra a maioria das cepas
testadas (LFBM 01, 02, 03, 04, 10, 12, 21) apresentado CIM que véo de 3,9 a 7,8 pg/ mL.
Observam-se concentracdes 0ito vezes menores que 0 necessario para a teicoplanina para as
cepas LFBM 04 e 21. Para as cepas LFBM 01, 02 e ATCC ¢ necessario o dobro da
guantidade de teicoplanina para causar a inibicdo dessas cepas quando comparada com o
extrato de acetato de etila, apresentando-se tdo eficiente quanto o padrao na inibicao das cepas
LFBM 12 e 03 (Tab. 3).

Os resultados obtidos corroboram os estudos de Paz (1995), Mercedez (2003), Carmen
(2008) e Alves (2011), realizados em espécies do Uruguai, Mexico e sul do Brasil, mostrando
o alto potencial antibacteriano da espécie analisada contra esses microrganismos. Porém,
diferentemente da literatura consultada, a espécie aqui estudada apresentou-se pouco ativa

para as Gram negativas.



Tabela 1 — Valores de CIM dos extratos de T. recurvata e antibioticos frente a microrganismos Gram positivos e negativos.

CIM DOS EXTRATOS TESTADOS (ug/mL) PADRAO
MICRORGANISMO ORIGEM (CMI -
EHex EAc EMe EAqQ Mss M1 ug/mL)
CIP
Staphylococcus aureus LFBM 26 Hemocultura 1000 500 500 1000 1000 1000 64
Staphylococcus aureus ATCC 6538 ATCC <78 7,8 <78 1000 <78 <7.8 64
TEI
Enterococcus faecalis LFBM 02 Hemocultura <78 <78 <78 <78 1000 1000 8
Enterococcus faecalis ATCC 27212 ATCC <78 <78 <78 <78 1000 1000 0,25
POL B
Pseudomonas aeruginosa LFBM 05 Hemocultura 1000 1000 1000 1000 1000 1000 4
CIP
Pseudomonas aeruginosa ATCC 9027 ATCC 1000 1000 1000 1000 1000 1000 <0,25
Escherichia coli ATCC 25922 ATCC 1000 1000 1000 1000 1000 1000 <4
Klebsiella pneumoniae LFBM 01 Hemocultura ~ 1000 1000 1000 1000 1000 1000 <0,25
(produtora de carbapenemase)
Klebsiella pneumoniae ATCC 700603 ATCC 1000 1000 1000 1000 1000 1000 >4
Eschierichia coll OLST:HT- INCQS Fiocruz—RJ 1000 1000 1000 1000 1000 1000 <4
IMI
Proteus mirabilis LFBM 02 Urocultura 1000 1000 1000 1000 1000 1000 >16

CIM: Concentracdo Minima Inibitéria; ATCC: American Type Culture Collection; LFBM: Laboratério de Fisiologia e Bioquimica de Micro-
organismos; Extratos de T. recurvarta testados - EAc: extrato de acetato de etila; EAQ: Extrato aquoso; EHa: extrato hidroalcodlico; EHex:
extrato hexanico; EMe: extrato metanolico; Mss: microssublimado; M1: molécula isolada; Antibiéticos Padrdo — CIP: Ciprofloxacino; TEI:
Teicoplanina; POL B: Polimixina B; IMI: Imipinem
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Tabela 2- Valores de CIM dos extratos de T. recurvata e antibiético padréo frente a cepas MRSA.

PADRAO
MICRORGANISMO ORIGEM c;gﬂsggggézzﬂss (CMI -
Staphylococcus aureus pg/mL)
EAC M1 Mss OXA
LFBM 16 Hemocultura 500 500 500 0,77
LFBM 28 Secrecdo Traqueal 500 500 500 12,5
LFBM 15 Escarro 500 500 500 250
LFBMO3 Alimento 500 500 500 155
LFBM 29 Sangue 500 500 500 12,5
LFBM 24 Hemocultura 250 500 500 155
LFBM33 Hemocultura 500 500 500 200
LFBM 30 Secrecdo traqueal 500 500 500 12,5
LFBM 25 Hemocultura 500 500 500 200
LFBM 26 Hemocultura 125 500 15,62 800

CIM: Concentracdo Minima Inibitéria; ATCC: American Type Culture Collection; LFBM: Laboraté6rio de
Fisiologia e Bioquimica de Micro-organismos; Extratos de T. recurvarta testados - EAc: extrato de acetato
de etila; Mss: microssublimado; M1: molécula isolada; Padrdo OXA: Oxacilina.



Tabela 3 - Valores de CIM para EAc de T. recurvata e teicoplanina frente a cepas
resistentes de Enterococcus faecalis.

PADRAO
MICRORGANISMO CIM do EAc (CMI -
E. faecalis ORIGEM (png/mL) pg/mL)
TEI
LFBM 01 Hemocultura 7,8 16
LFBM 02 Hemocultura 3,9 8
LFBM 03 Hemocultura 7,8 8
LFBM 04 Hemocultura 3,9 32
LFBM 08 Hemocultura 3,9 0,25
LFBM 10 Hemocultura 7,8 32
American Type
LFBM 11 Culture Collezfion 3,9 8
LFBM 12 Hemocultura 3,9 4
LFBM 14 Hemocultura 125 0,25
LFBM 19 Hemocultura 500 8
LFBM 21 Hemocultura 3,9 32

CIM: Concentragdo Minima Inibitéria; ATCC: American Type Culture Collection; LFBM:
Laboratorio de Fisiologia e Bioquimica de Micro-organismos; EAC: extrato de acetato de
etila de T. recurvarta; Padrdo TEI: Teicoplanina.
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apitulo 1V

ATIVIDADE CITOTOXICA IN VITRO DE

Tillandsia recurvata L.
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1. INTRODUCAO

O céncer configura-se um dos principais problemas de satde publica mundial,
podendo ser definido como uma patologia que acomete o material genético celular,
resultante do acumulo progressivo de mutacdes, caracterizado pela perda nos
mecanismos de controle celular de proliferacéo e diferenciacdo, poder de invasdo sobre
outros tecidos e metastases (KUMAR & BHAT, 2011; OTAKE, 2006).

Dentre os tumores malignos que mais acometem a populacdo, um dos mais
comuns é o de pulméo, sendo este o segundo maior sitio anatbmico de metastases
(JOHNSTON, 2005). Este tipo de neoplasia tem apresentado um aumento anual de 2%
em sua incidéncia mundial, onde em 2009 foi responsavel por mais de 21 mil 6bitos no
Brasil, com uma perspectiva de 27.320 novos casos somente este ano (INCA, 2011).

As neoplasias que acometem o célon e o reto representam o segundo tipo de
cancer mais prevalente no mundo, ap6s o cancer de mama, com uma estimativa de 2,4
milhdes de casos nos Ultimos cinco anos, onde grande parte desses tumores se inicia a
partir de lesdes benignas que podem crescer na parede interna do intestino grosso,
chamadas polipos. Sem considerar os tumores da pele ndo melanoma, o cancer do célon
e reto é o quinto tipo mais frequente de neoplasias para homens da regido nordeste. Em
2009, cerca de 12 mil pessoas foram mortas por este tipo de cancer no Brasil (INCA,
2004,2011).

Conforme dados do Instituto Nacional de Céncer, do Ministério da Salde, o
cancer da laringe é o segundo mais frequente do trato respiratorio superior, sendo
responsavel por 25% dos tumores malignos da cabeca e pescoco e 2% do total das
neoplasias malignas. Por se tratar de uma patologia que atinge principalmente o0s
homens, as projecbes de incidéncia para o ano de 2012 ndo conseguiram estimar 0s
valores para a morbidade feminina desta doenca. Ocorre predominantemente em
homens sob o tipo histologico carcinoma epidermoide, chegando a uma taxa de
mortalidade de 3,5 mil obitos em 2009 (MANFRO, 2006; INCA, 2011).

A figura 1 relaciona as estimativas para o0 ano de 2012 na incidéncia dessas neoplasias.
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Figura 1 - Estimativas para 0 ano de 2012 da incidéncia de novos casos de cancer. Fonte:
INCA (2011).

Compostos de origem natural tém mostrado significativa diversidade estrutural
além de apresentar novos mecanismos de atividade bioldgica, desempenhando um
importante papel como fonte de novos agentes citotoxicos na busca pelo tratamento do
cancer (CRAGG, KINGSTON & NEWMAN, 2005). Dessa forma, os principios ativos
de muitas espécies, como Angelica gigas, Catharanthus roseus, Podophyllum peltatum,
Podophyllum emodii, Taxus brevifolia, Ocrosia elliptica, e Campototheca acuminata,
tém sido utilizados no tratamento de varios tipos de cancer, sendo muitos deles usados
como prototipos estruturais para elaboracdo de novos quimioterdpicos (PATEL,
SUTHAR & PATEL 2009). Uma analise dos agentes antineoplésicos utilizados nos
paises ocidentais, demonstrou que do total de 155 compostos introduzidos no mercado
desde 1940, cerca de 47% apresentam-se como derivados de produtos naturais ainda em
comercializacdo (NEWMAN & CRAGG, 2007). Muitas pesquisas da area farmacéutica
realizadas em paises tecnologicamente desenvolvidos, como Alemanha, Franca, Estados
Unidos, Japdo e China, tem buscado o desenvolvimento de fitoterapicos de melhor
qualidade a serem utilizados no tratamento do cancer, visto que muitas plantas possuem
a propriedade de proteger o corpo devido ao reforco de suas fungbes antioxidantes
(SAKARKAR & DESHMUKH, 2011).
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Os agentes etioldgicos da neoplasia podem apresentar diferentes origens, tais
como a radiacdo ionizante luz ultravioleta, tabagismo, 0zonio ou 6xidos de nitrogénio
no ar poluido, podendo assim ser os responsaveis pelos danos ao DNA celular. Esses
agentes acabam por induzir o incremento na producdo dos radicais livres, que
desenvolvem um importante papel na carcinogénese atraves da danificacdo do material
genético, alterando a expressao génica ou afetando o crescimento e diferenciacdo da
célula (DEMEULEet al., 2002).

Muitos compostos do metabolismo secundario vegetal, como flavonas,
flavonoides, isoflavonas, catequinas, e taxanos, produzidos inicialmente para o combate
contra microrganismos invasores ou em resposta ao estresse fotossintético, apresentam-
se ativos farmacologicamente na prevengdo ou tratamento de diferentes tumores
(MEDINA, 2006). Devido a sua capacidade antioxidante, muitos compostos fendlicos,
como flavonoides, ou mesmo alguns terpenos, possuem a capacidade de neutralizar
essas espécies reativas de oxigénio, desempenhando um importante papel
anticancerigeno sobre determinadas células (DEMEULE et al., 2002, WONG, KADIR,
& LING, 2012).

Diante dos dados apresentados, observa-se a necessidade de estudos que
evidenciem o potencial anticancerigeno de Tillandsia recurvata, uma vez que nao
existem estudos sobre esta espécie contra as linhagens aqui testadas. Desta forma
realizaram-se ensaios de citotoxicidade in vitro de extratos e fracdes purificadas da
espécie citada contra trés tipos de neoplasias clinicamente relevantes, sejam elas

carcinoma de cdlon, de laringe e de pulmao.

2. MATERIAL E METODOS

2.1 Material vegetal

Para a realizacdo dos ensaios, amostras de Tillandsia recurvata foram coletadas

no municipio de Cuité, e depositadas em dois diferentes herbarios (vide capitulo I).

2.2 Solventes e reagentes

Os solventes utilizados no processo extrativo foram de grau analitico: n-hexano,
acetato de etila, metanol (Cinética®). Para o ensaio citotoxico foram utilizados

dulbecco‘s modified eagle medium (Gibco®), soro fetal bovino (Gibco®), L - glutamina
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(Sigma®), penicilina (FlukaChemie®), estreptomicina (Sigma®) e brometo de 3-(4,5-
dimetil-2-tiazolil)-2,5-difenil-2H-tetrazélio (Sigma®).

2.3 Preparacao dos extratos

A obtencédo dos extratos foi realizada através da maceracdo das partes aéreas de
T. recurvata em solventes de polaridade crescente (vide capitulo 1) para obtencédo
fracOes héxanica (EHXx), acetato de etila (EAc), metandlica (EMe), além da molécula
purificada (M1). Baseado nos usos etnofarmacologicos desta espécie, foi preparado
adicionalmente um extrato aquoso (EAQ - vide capitulo I1) a partir da infusdo da planta
fresca, para que também fosse avaliado frente as linhagens de células testadas. As
amostras foram diluidas em DMSO puro estéril e testadas na concentracao de 50 pg/mL

para extratos ou fracdes.

2.4 Ensaio Citotdxico in vitro

A atividade citotoxica foi avaliada através do método MTT, que baseia-se na
conversdo do brometo de 3-(4,5-dimetil-2-tiazolil)-2,5-difenil-2H-tetraz6lio em azul de
formazan a partir da acdo das enzimas mitocondriais presentes somente nas células
metabolicamente ativas. Este método descrito inicialmente por Mossman (1983) é
amplamente utilizado atualmente pela sua rapidez, sensibilidade e baixo custo, tendo a
capacidade de analisar a viabilidade e o estado metabdlico da célula. E uma anélise
colorimétrica baseada na conversdo do sal 3-(4,5-dimetil-2-tiazol)-2,5-difenil-2-H-
brometo de tetrazolium (MTT) em azul de formazan, a partir de enzimas mitocondriais
presentes somente nas células metabolicamente ativas, atuando como um indicador de
viabilidade celular (FRESHNEY, 1999) (Fig. 2). O estudo citotoxico pelo método do
MTT trata-se de um método colorimétrico quantitativo, permitindo assim definir

facilmente a citotoxicidade, porém ndo o mecanismo de acdo (BERRIDGE et al., 1996).
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Figura 2 — Reacdo de formacdo do azul de formazan através da acdo enzimatica da

mitocOndrias sobre 0o MTT.

As linhagens antitumorais utilizadas foram HT-29 (carcinoma humano de
célon), HEp-2 (carcinoma humano de laringe) e NCI-H292 (carcinoma humano de
pulmao). Elas foram inoculadas em microplacas de 96 pocos contendo dulbecco‘s
modified eagle medium (DMEM) suplementado com soro fetal bovino (10%), L —
glutamina (1%), penicilina (100 puL/mL) e estreptomicina (250 pL/mL). As placas
foram incubadas durante 24h a 37°C com atmosfera de 5 % de CO,, para obtencéo de
concentracéo final de 1 x 10° células/mL. Apds esse periodo, as células foram tratadas
com o0s extratos em concentracao de 50 pg/mL.

As placas foram incubadas novamente por 72 horas a 37°C sob as mesmas
condicBes anteriores e, depois desse periodo, foi adicionado como indicador uma
solugédo tampéo salina de MTT (5ug/mL), seguido de incubacdo por mais 3 horas. A
leitura dptica foi realizada em leitor automatico de placas Thermoplate —TP Reader® a
595 nm, ap6s a total dissolucdo dos cristais de formazan com 100uL de
dimetilsulféxido estéril (WONG, KADIR, & LING, 2012). A densidade dptica média
das amostras foi comparada com a densidade do controle e cada amostra foi realizada
em duplicata.

Os experimentos foram analisados segundo suas médias e respectivos desvios no
programa Graph Pad Prism. Uma escala de intensidade foi utilizada para avaliar o
potencial citotoxico das amostras testadas e os resultados expressos em percentual de
inibicdo de crescimento. Amostras sem atividade (1 a 20% de inibi¢do), com pouca
atividade (inibicdo de crescimento celular variando de 20 a 50%), com atividade
moderada (inibicdo de crescimento celular variando de 50 a 70%) e com alta atividade
(inibig&o de crescimento variando de 70 a 100%) (FOUCHE et al., 2008).
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO

A partir do método extrativo de maceracdo foram obtidos diferentes extratos
brutos secos (EHx, EAc, EMe, EAq) com rendimentos de 0,606; 2,171; 5,2 e 15,6%,
respectivamente (vide capitulo II1). Os estudos fitoquimicos (cap.l) revelam forte
presenca de flavondides, fenilpropanoglicosideos além de diversos compostos de
origem terpénica. A analise de citotoxicidade pelo método do MTT vem sendo
amplamente utilizada no programa de triagem do National Cancer Institute dos Estados
Unidos (NCI), usada como processo de triagem e selecdo de compostos para a
realizacdo de posteriores ensios pré-clinicos e clinicos, mostrando-se ser um método
eficaz na verificagdo desta atividade (SKEHAN et al., 1990; BOYD & PAULL, 1995,
KOFFI et al., 2009). Os resultados obtidos para os ensaios de citotoxicidade estdo

agrupados na Tabela 1.

Tabela 1- Percentual de inibicdo do crescimento celular + desvio
padrdo das linhagens testadas frente as amostras de Tillandsia

recurvata.
LINHAGENS
AMOSTRAS
NCI-H-292 HT-29 HEp-2
EHX 499+5]1 13,9+0,2 76 +0,3
EAC 36,8 +3,1 426+11 48,2+6,6
EMe 359+0,8 218+0,5 475%0,3
EAQ 39,8+29 48,7+15 272+19
M1 449+ 8 - 54,3+3

NCI-H-292 (carcinoma de pulmdo), HT-29 (carcinoma de colon),
HEp-2 (carcinoma de laringe), EHXx - extrato hexanico, EAc - extrato
acetato de etila, EMe - extrato metandlico, EAq - extrato aquoso, M1
- molécula purificada.

A partir dos dados apresentados, observa-seque as amostras EAc, EMe, EAQq
apresentam pouca atividade frente as linhagens de carcinoma humano de célon, laringe
e pulmao testadas. A amostra M1 apresentou atividade moderada para o carcinoma de
laringe e o extrato hex&nico mostrou uma alta atividade contra essa mesma linhagem de

neoplasia, sendo o extrato mais ativo (Fig. 3)



77

Diversas publicacdes tém sido descritas relatando o potencial dos metabdlitos
secundarios na inibicdo da carcinogénese, sendo Uteis ndo s6 no tratamento, mas
também na prevencdo das neoplasias (YANG et al., 2001 ). Huang et al. (1997), relatam
a acdo de alguns fenilpropandides como os acidos caféico, ferulico, clorogénico e
curcumina em ensaios in vivo sobre tumores de pele impedindo a proliferacédo celular.
Esses mesmos derivados cinamicos juntamente com o acido galico apresentaram agéo
sobre tumores de lingua em camundongos (TANAKA et al., 1993). Ensaios de
citotoxicidade in vivo foram realizados em ratos com melanoma, demonstrando que a
aplicacdo intraperitoneal de quercetina e apigenina era responsavel pela acéo
antiproliferativa do tumor (CALTAGIRONE et al., 2000).

Muitos compostos de origem terpénica também tém sido descritos por
apresentarem essa propriedade, como monoterpos encontrados em Cymbopogon
citratus, triterpenos e esteroides em Clitoria ternatea e nove diferentes triterpenos em
Gardenia sootepensis (KOFFI et al., 2009; NUANYAI et al., 2009; WONG, KADIR,
& LING, 2012; KUMAR & BHAT, 2011). Dos terpenos isolados desta ultima espécie,
cinco eram do tipo 3,4-seco-cicloartanos e foram testados contra diferentes linhagens de
cancer de mama, pulméo, figado estdmago e cdlon, apresentando ampla citotoxicidade
para todas as linhagens analisadas. Esses mesmos compostos foram encontrados em
Tillandsia usneoides (CABRERA, GALLO & SELDES, 1995), mostrando a capacidade
de triterpenos cicloartanos serem 0s possiveis agentes antineoplasicos no género
Tillandsia.

Segundo estudos realizados por Lowe (2010) com uma espécie originaria da
Jamaica, observa-se que T. recurvata apresenta alta atividade anticancerigena contra os
tumores testados através da inducdo da morte de células tumorais por apoptose, além de
possuir potencial anti-inflamatério. As linhagens utilizadas neste ensaio foram de
melanoma B16, considerado um bom modelo para estudos de tumores metastaticos,
tendo afinidade quase que exclusiva para o tecido pulmonar (HOSSNE, 2002). Esta
atividade foi atribuida a presenca de glicosideos de &cido sidlico, conjugados a
estruturas triterpénicas, compondo uma familia quimica estruturalmente Gnica composta
por monossacarideos contendo de 8 a 9 carbonos. Sua interagdo com a membrana
celular, de carater lipidico, é facilitada devido a natureza da polaridade deste composto.

Dessa forma, os resultados obtidos nos ensaios realizados com essa espécie

originaria do semiarido paraibano, corroboram os estudos apresentados, uma vez que 0
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extrato que apresentou maior atividade (EHXx), por possuir menor polaridade, é o

detentor da maior parte desses terpenos, apresentando-se como amostra mais ativa.
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Figura 3- Comparacdo do percentual de inibi¢do dos extratos brutos de Tillandsia recurvata testados
contra linhagens de células neoplésicas. EHx: extrato hexanico; EAc: extrato acetato de etila; EMe:
extrato metanolico;; EAQ: extrato aquoso; M1: molécula purificada do extrato hexanico.

CONCLUSOES GERAIS

A familia Bromeliaceae apresenta uma grande diversidade de espécies em sua
composi¢do com inimeros metabolitos descritos. Dentre as epifitas presentes, as do
género Tillandsia séo responsaveis pela presenca de flavonoides, terpenos e derivados
cinamicos, além de varias atividades bioldgicas, demonstrando o interesse no estudo
destas espécies. Representam assim, uma fonte pouco explorada, pois 0S €escassos
estudos existentes na &rea ndo foram conclusivos a respeito de qual grupo de moléculas
é o responsavel pelas propriedades desse taxa. Dessa forma, estudos farmacobotanicos,
farmacoquimicos, antibacteriano e citotoxico foram realizados em T. recurvata com o
objetivo de contribuir cientificamente com o0s conhecimentos farmacognosticos e
terapéuticos a respeito desta espécie.

Do ponto de vista quimico, evidenciou-se a presenca de triterpenos e
esteroides, possivelmente da classe dos cicloartanos, flavondides, derivados cindmicos e

fenilpropanoglicosideos, em concordancia com a literatura pertinente. Quanto ao teor de
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compostos fendlicos e flavonoides nesta espécie, os testes espectromeétricos revelaram
um teor de 14,6% de polifendis totais e 0,021 g% de quercetina (0,00017 + 0,080),
podendo-se mensurar a presenca dessas substancias.

Através da identificacdo botanica e descricdo morfoldgica foi possivel a
correta caracterizacdo botanica da espécie, evidenciando-se através de cortes
transversais e paradérmicos as caracteristicas anatdmicas desenvolvidas por esta
espécie, essenciais no processo evolutivo de adaptacdo desta epifita aos diferentes
habitats em que se encontra. A histoquimica das secc¢Bes transversais revelou que 0s
compostos fendlicos também detectados na fitoquimica apresentam-se distribuidos ao
longo das células epidérmicas, na superficie das paredes periclinais internas e externas,
sendo este resultado confirmado pela microscopia de fluorescéncia. Estes compostos,
por apresentarem alta capacidade antioxidante e fotoprotetora, desempenham um papel
de protecdo contra os diversos estresses ambientais a que estdo expostas.

Além da determinacdo destes aspectos, ensaios antibacteriano e citotoxico
foram realizados, demonstrando que essa espécie possui um perfil antibacteriano efetivo
contra microrganismos Gram positivos, principalmente S. aureus e E. faecalis
multirresistentes, além de possuir um alto efeito citotdxico contra linhagens tumorais de
cancer de laringe.

Diante dos resultados obtidos, é possivel inferir que Tillandsia recurvata ¢ uma
espécie promissora com propriedades antibacterianas e citotoxicas, podendo ser
considerada como alternativa na busca por novos agentes eficazes contra doencas
infecciosas e neoplésicas, como fonte de biomoléculas de interesse. Os resultados
encontrados corroboram o uso popular, fornecendo comprovacdo cientifica acerca de
suas propriedades desta espécie, de ocorréncia natural e de ampla distribuicdo, sendo,

porém necessarios maiores estudos para sua utilizacdo terapéutica.
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RESUMO

A cobertura superior das florestas tropicais, formada pelas copas das arvores, constitui
um ambiente de extrema diversidade vegetal. Contribuindo com a grande riqueza dessas
florestas encontram-se as espécies botanicas epifitas, cuja importancia pode ser
observada do ponto de vista ecoldgico, faunistico, etnoboténico e até mesmo
farmacologico. Dentre as espécies adaptadas a vida epifitica podemos citar as
bromeliaceas, que compdem uma das familias mais representativas dessa flora com
elevada variabilidade genética. O género Tillandsia é formado por representantes que
apresentam uma organizacdo morfometabdlica altamente especializada, podendo
sobreviver aos mais diferentes tipos de ambientes extremos. Tillandsia recurvata é uma
espécie epifita cosmopolita adaptada a habitats aridos, utilizada para o tratamento de
diversas doencas, mas pouco se tem publicado a respeito das comprovac@es cientificas
de suas propriedades. Assim, observa-se a necessidade de trabalhos que informem a
importancia bioldgica e o potencial terapéutico acerca dos metabolitos desta espécie,
promissora, porém pouco explorada farmacologicamente.

Palavras-chave: epifitas medicinais, bromélias, revisao.



PHARMACOGNOSTICAL ASPECTS OF Tillandsia recurvata L.

(BROMELIACEAE)

ABSTRACT

The upper cover of tropical forests, formed by the treetops, constitutes an environment
of extreme plant diversity. Contributing to the great richness of these forests are
epiphytes, whose importance can be seen from the ecological, faunal, ethnobotanical
and even pharmacological standpoint. Among the species adapted to the epiphytic life
we can cite the bromeliads, forming one of the most representative families of that flora
and with high genetic variability. The genus Tillandsia is composed of representatives
who have a highly specialized morphometabolic organization and can survive for many
different types of extreme environments. A good example is Tillandsia recurvata, a
cosmopolitan epiphyte adapted to a arid habitats weather, traditionally used to treat
various diseases, little has been published about the scientific evidence of its properties.
Thus, there is a need to work to inform the biological importance and therapeutic
potential about the metabolites of this species, which is promising, but unexplored
pharmacologically.

Key words: medicinal epiphytic, bromeliads, review.



1. INTRODUCAO

As florestas tropicais sdo caracterizadas por apresentarem um elevado grau de
diversidade bioldgica, sendo consideradas como um dos mais complexos sistemas do
planeta que guarda um elevado nimero de espécies endémicas (WHITMORE, 1998).

O estrato superior das florestas tropicais também pode ser considerado como uma
verdadeira fonte de biodiversidade, pois nesse ambiente de copa pode ser encontrada
uma infinidade de espécies epifitas, que usam os seus hospedeiros como suporte para o
seu desenvolvimento alternativo longe do solo. Com um total de 29.000 espécies
catalogadas, elas contribuem com a imensa diversidade vegetal observada, uma vez que,
representam de 8 a 10% do total de plantas vasculares conhecidas e colaboram com 25 a
50% da riqueza vegetal das florestas tropicais (Gentry, 1987; Benzing, 1990, 2000).
Estas espécies desempenham um importante papel na composicdo vegetal destes
ecossistemas e apresentam elevado grau de endemismo e adaptacéo a estes ambientes,
sendo diretamente influenciadas pelo clima e nivel de distarbio antrdpico, que
determinam a sua distribuicdo nos ambientes que as compdem (Benzing, 1990; Bonnet,
2007). Apresentam grande importancia para 0s animais que vivem nesse ambiente, seja
como alimento (frutos, néctar e pdlen), &gua ou mesmo material para a construcdo de
ninhos, possibilitando assim uma maior variabilidade da fauna (Benzing 1990). Além
disso, também exercem grande influéncia sobre o ciclo hidrol6gico e de nutrientes no
interior das florestas, funcionando como uma zona de captura e posterior incorporacao
destes materiais para uso por outros vegetais (Nadkarni, 1985). Os representantes das
bromeélias constituem um grupo de plantas particularmente adaptado a vida epifitica.

A familia Bromeliaceae, considerada como uma das mais representativas da flora

neotropical, abrange 57 géneros e cerca de 3000 espécies, onde 40% deste total pode ser



encontrado no Brasil. Uma grande variedade de habitos também podem ser observados
entre elas, diferenciando-se espécies epifitas, terrestres, ou mesmo rupicolas, o que faz
dessa familia uma das mais adaptaveis do mundo (Benzing, 2000; Luther 2006;
Tabarelli, 2002). A primeira descricdo data do século XVII, relatada pelo padre francés
Charles Plumier, onde 0 novo conjunto de espécies descoberto foi batizado de bromélias
em homenagem ao botanico sueco Olaf Bromel (Bezing, 1980). Atualmente, segundo
critérios filogenéticos do sistema APG Il (2003), pode ser classificada como a maior
familia de monocotileddneas angiospermas, pertencente a ordem Poales. Apresenta uma
ampla distribuicdo pela zona neotropical, indo desde o sul dos Estados Unidos até o sul
do Chile e ocupa diferentes habitats. No Brasil, ocorre desde as florestas imidas do sul
até as caatingas do Nordeste, onde possui frequéncia elevada e marcante (Smith 1934,
Tabarelli, 2002). De um modo geral as bromelidceas sdo conhecidas no Brasil pelo
nome indigena de caraguata, craguata ou gravata, que em tupi-guarani refere-se ao
carater de resisténcia do vegetal, porém com frutos comestiveis. No Nordeste sdo
conhecidas popularmente como macambira (Joly, 2002). De acordo com a taxonomia
tradicional, ela pode ser dividida em trés subfamilias: Pitcairnioideae, Tillandsioideae e
Bromelioideae, diferindo entre si pelo habito de crescimento, caracteristicas de tricoma,
tipo de fruto e semente e posicdo do ovario (Smith & Downs 1974; 1977; 1979).

As bromeliaceas sdo notaveis por sua diversidade ecolégica e pelo alto poder de
adaptacdo a diferentes habitats, podendo ser encontradas em ambientes desérticos,
quentes e secos, e até mesmo em florestas umidas e regides montanhosas frias (Benzing,
2000). De forma geral, as espécies epifitas podem ser definidas como aquelas que
utilizam o seu hospedeiro botanico, ou forofito, apenas como suporte mecénico a fim de
conseguir melhores condicGes de sobrevivéncia. Alem de espécies vegetais serem

usadas como suporte, outros tipos de fulcro podem ser usados, tais como formacoes



rochosas, telhados ou até mesmo linhas de transmisséo elétrica (Benzing, 1990, 2000;
Puente, 1994).

De acordo com Linder (2005), as plantas adaptadas ao epifitismo encontradas
nessa familia evoluiram inicialmente das Poales ancestrais, que cresciam em substratos
umidos e pobres em nutrientes.

De todos os representantes desta ordem apenas metade das Bromeliaceae e
poucas Rapateaceae conseguiram escapar da competicdo com outras plantas e
sobreviver aos locais temporariamente alagados, fixando-se sobre arvores e rochas e
desenvolvendo, paralelamente, uma série de adaptacbes que possibilitavam sua
sobrevivéncia durante curtos periodos de estresse hidrico, podendo assim habitar o
interior das matas Umidas (Benzing, 2000). A partir dai, passaram a ocupar o estrato
superior das florestas, cuja atmosfera, com maior disponibilidade de 4gua e nutrientes,
favoreceu o desligamento dessas plantas do solo.

A partir do levantamento histérico da etimologia do género Tillandsia, sabe-se
que para nomear esse grupo de plantas com caracteristicas tdo especificas, Carl
Linnaeus decidiu homenagear o seu professor finlandés Elias Tillands. Este tinha
adotado esse codinome para mostrar 0 seu apego a terra e sua extrema aversdo a agua,
por sofrer de enjoos em viagens maritimas, preferindo percorrer longas distancias por
terra firme a viajar em um navio. Lembrando-se disso, Linnaeus achou essa pequena
brincadeira apropriada, uma vez que os exemplares deste género pareciam preferir a
vida longe da agua como verdadeiras plantas aéreas, e desta forma passou a chamar esse
género de Tillandsia (Smith, 1951). Estudos posteriores e mais detalhados mostraram
como as espécies que constituem este género sdo capazes de sobreviver aos mais
diferentes ambientes com tdo pouca agua. As adaptacOes determinantes para essa

evolugéo consistiram na reducdo estrutural e funcional das raizes e na especializagédo



dos tricomas foliares, que se tornaram capazes de absorver o vapor de dgua condensado
e assim suprir parcial ou totalmente a funcdo absortiva das raizes (Gilmartin 1972,
Benzing, 1973, Benzing, 1978; Benz, 2006).

Poucas informacbes tém sido publicadas na literatura cientifica a respeito do
metabolismo nutricional deste género. Os seus integrantes possuem forma de
crescimento altamente especializada, pois apresentam a superficie foliar repleta de
escamas epidermicas foliares (tricomas modificados), enquanto que 0s minerais
necessarios sdo provenientes da poeira que os alcanca, de insetos que ficam presos no
emaranhado de suas estruturas foliares, através de relacdes mutualistas do tipo
mirmecofilia (Waldemar, 2003) ou mesmo do lavado foliar que escorre pela copa das
arvores.

Dentro desse género, pode-se encontrar Tillandsia recurvata como exemplo de
epifita extremamente adaptada aos diferentes fatores de estresse que incidem sobre ela
como radiacdo solar, aporte hidrico e mesmo a escassez de nutrientes. Além das
adaptacOes citadas, alguns estudos também apontam para uma possivel associagdo com
alguns microrganismos como forma de suprir a falta de alguns nutrientes, que néo
possuem contato direto com o solo, tais como Pseudomonas stutzeri, Pseudomonas
oryzohabitans, Rahnella acquatilis e Erwinia spp. Localizados na superficie vegetal,
essa microbiota possui a capacidade de fixar o nitrogénio do ar, sendo estes 0s
responsaveis por suprir parte das necessidades desse mineral para a planta, compondo a
filosfera dessa espécie (Puente, 1994; Brighigna, 1992, Abril 2005). A capacidade que
possuem de sobreviver a condigdes de elevado estresse baseia-se em fatores
morfofisioldgicos modificados ao longo do tempo. Espécies como esta, possuem raizes
adventicias reduzidas (ou mesmo ausentes), desprovidas da capacidade absortiva,

apresentando unicamente a funcdo de aderéncia ao substrato, permitindo assim uma



elevada independéncia do solo e grande adaptabilidade a ambientes extremos (Manetti,

2009).

2. APLICACOES E USOS

Além do elevado numero de espécies e da alta adaptabilidade das bromeliaceas,
seus representantes também tém chamado atencdo por suas diferentes utilizacGes,
estando associados a historia de diferentes etnias e utilizados como fonte de alimento,
com finalidades terapéuticas ou mesmo misticas, por muitas culturas tradicionais
neotropicais. Algumas espécies sdo Uteis para a extracdo de fibras, como Aechmea
magdalenae, Puya chilensis, Bromelia laciniosa, Tillandsia usneoides, usadas para a
fabricacdo de redes, cordas, barbantes e até mesmo linha de pesca pelos nativos. Outras
espécies de Puya e Tillandsia séo utilizadas ainda como combustivel para queima de
fogueiras nos Andes e desertos costeiros Peruanos e Equatorianos ou mesmo usados
como cercas vivas para demarcacdo de territorio. Outros representantes sao utilizados
como fonte de alimento na racdo animal, como é o caso de Aechmea tessmannii, Puya
sodiroana, Pepinia pulchella e Tillandsia recurvata. Na alimentagdo humana destaca-se
Ananas comosus, apreciado no mundo todo por seu sabor e aroma caracteristicos.
Destaca-se na medicina popular por suas propriedades como estomaquico, carminativo,
diurético e anti-inflamatério, sendo também indicado para problemas das vias
respiratdrias e para neurastenia (Lorenzi, 2002; Bennet, 2000).

Comunidades de espécies epifitas tém sido utilizadas no monitoramento das
condigBes atmosféricas. Por apresentarem um metabolismo intimamente atmosfeérico,
pois ndo possuem o0 solo como substrato, os representantes dessa familia, como
Tillandsia recurvata, tém a capacidade de fixar e acumular nutrientes dispersos na

atmosfera. Consequentemente, oxido de nitrogénio, dioxido de enxofre, mondxido de



carbono e outros poluentes presentes no ar também acabam sendo absorvidos durante o
metabolismo da planta. Por esta razdo essas espécies sdo consideradas como
bioindicadores, cuja a avaliacdo do conteudo de seus tecidos reflete a contaminacao
atmosférica (Graciano, 2003; Pignata, 2002, Aspiazu et al. 2007)

Muitas espécies de bromélias também tém sido alvo de pesquisas devido ao seu
elevado potencial farmacoldgico. Dentre as espécies representantes do género
Tillandsia, pode-se destacar T. recurvata, que também pode ser identificada por outras
sinonimias como Diaphoranthema recurvata Beer, Diaphoranthema uniflora Beer,
Tillandsia bartrami Ell. Scketch, Tillandsia uniflora HBK.

Popularmente é conhecida como small ball moss ou bunch moss, nos Estados
Unidos; barba de ucar, em Cuba; clavel del aire ou flor del aire, na Argentina e no
Uruguai; sendo conhecida no Brasil como ninho, salambaia, samambaia de bola, barba
de velho ou barba de bode pequeno (Correa, 1978; Albuquerque, 2007). Na Argentina,
ela € usada tradicionalmente no tratamento de hemorrdidas. Em Curacao, Caribe, o
decocto de suas folhas é considerado como emenagogo e util no tratamento de
problemas da vesicula biliar (Morton, 1981). No Uruguai, as partes aéreas Sao
empregadas como antiespasmodico e Util no tratamento de infec¢bes oculares (Paz,
1994). No Equador, é usada no tratamento de distdrbios da vesicula hepatica, tosse,
febre, dor de cabeca e dores no peito (Manetti, 2009). Além disso, Lowe e
colaboradores (2010) evidenciaram o potencial farmacoldgico dessa espécie, através de
algumas atividades biolégicas como antitumoral e anti-inflamatoria, comprovando

cientificamente as suas propriedades.

3. DISTRIBUICAO



De um modo geral, Tillandsia recurvata L. apresenta ampla distribuicdo em toda
Ameérica tropical, podendo ser encontrada desde o Sul da América do Norte, na América
Central (nas zonas chuvosas que fazem limite entre o golfo do México e as zonas
semiaridas do sul da Baixa California, alem do Caribe) e América do Sul (Smith &
Downs 1977; Puente et al, 1994;). No Brasil, apesar de ser uma planta nativa, ndo se
trata de uma espécie endémica, uma vez que ndo ocorre em todas as regides. Encontra-
se principalmente na costa do pais apresentando como dominios fitogeograficos os
biomas de caatinga, cerrado e mata atlantica, distribuindo-se pela regido nordeste entre
sete estados (Ceara, Rio Grande do Norte, Paraiba, Pernambuco, Bahia, Alagoas,
Sergipe), em todo o sudeste (Minas Gerais, Espirito Santo, S&o Paulo, Rio de Janeiro) e
nos trés estados da regido sul (Parand, Santa Catarina, Rio Grande do Sul) (Forzza,
2010- Fig.1).

4. CARACTERIZACAO BOTANICA

Estudos arqueoldgicos indicam que o epifitismo vascular existe desde, pelo menos,
0 periodo carbonifero e, para muitas das espécies atuais, esses padrfes antigos ainda
persistem. Mais que um estilo de vida, essas estratégias ecoldgicas e morfoldgicas
permitiram que muitas espécies pudessem sobreviver no habitat das copas das florestas
(Bennet, 2000). Sendo assim, Tillandsia recurvata (Fig. 2) pode ser caracterizada como
uma epifita de 8 a 12 cm de altura, de caule inconspicuo e raizes rigidas. Folhas disticas,
fortemente cinéreas, recurvadas, lamina com 4,3 a 5 cm de comprimento, aciculada,
cinérea, apice agudo, bainha com 4 a 5,5 x 3 a 4 mm, levemente distinta, membranacea.
Escapo ereto, 3,5 a 8,5 cm de comprimento, bracteado. Inflorescéncia em espiga
simples, excedendo as folhas, 1 a 1,5 cm de comprimento, bracteas florais com 7,5 a 8 x
3 a 3,5 mm, vinaceas a cinereas, eliptico-lanceoladas, apice agudo, menor que as

sépalas. Sépalas subconatas na base, 2 x 7,5 cm, elipticas, carenadas, glabras, apice
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acuminado. Pétalas com 9 x 1,2 mm, linear, apice rotundo, lilases; estames inclusos,
com 4,5 mm comprimento, soldados na base do ovario; filetes cilindricos; ovarioca. 3
mm de comprimento, subcilindrico; estilete 0,8 a 1 mm de comprimento, cénico;
estigma simples-ereto. Capsula com 2,3-2,6 cm comprimento, valvas retas na
deiscéncia; sementes 2 mm comprimento, apéndices 1,8 a 2 cm de comprimento,
plumosos (Pontes et al., 2006).

Diversas espécies do género Tillandsia sdo caracterizadas pela relacdo de epifitismo
com o seu hospedeiro, porém, diferentemente de outras espécies, essa se trata de um
tipo bem particular. As suas raizes vivem por periodo curto de tempo e ndo possuem
estruturas anatémicas capazes de reter a &gua absorvida, como ocorre com as orquideas
epifitas, por exemplo. O papel de captacdo de agua é desempenhado por seus tricomas
especializados em forma de escama presentes em grande namero recobrindo toda a
superficie foliar, podendo-se dizer que alcancaram o mais alto grau de evolucdo
morfoldgica e funcional. Na constituicdo dessas estruturas podem-se diferenciar dois
grupos celulares caracteristicos, o escudo e as alas (ou asas), que servem como interface
entre a planta e 0 ambiente (Papini, 2010). Associado a essa adaptacdo extremamente
necessaria para sua sobrevivéncia em ambientes com recursos hidricos escassos,
encontra-se outro importante fator na manutencdo de um estado hidrico favoravel: a via
do Metabolismo Acido das Crassulaceas (CAM). Trata-se de uma via fotossintética
especializada através da qual a planta minimiza a evaporagdo de agua pelo fechamento
dos estdmatos durante o dia e abertura durante a noite, permitindo, assim, a entrada de
gas carbonico e uma reduzida perda de agua (ISCAM, 2003).

A partir da observacdo microscopica das secgdes paradérmicas evidencia-se a
presenca de pélos do tipo escamas (Fig. 3a) revestindo toda a lamina foliar, distribuidas

aleatoriamente em ambos os lados. De acordo com Papini (2010), os tricomas
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absorventes em Tillandsia sdo constituidos por uma haste (Fig. 3b) que se prolonga para
o0 interior do tecido, formada por 1 a 6 células sobrepostas. Estendendo-se sobre a
epiderme encontra-se a cabeca (ou escudo), cujas células perdem o contetdo
citoplasmatico e especializam-se no bombeamento de &gua. A partir de uma vista
frontal desses tricomas modificados é possivel observar o disco central e a ala periférica
(Fig. 3c). Esse disco é formado por quatro celulas centrais, em torno das quais estao
dois anéis celulares, sendo o interno constituido por oito células, denominado
pericentral, e o externo formado por dezesseis células, chamado de subperiférico (Fig.
3a). O escudo das escamas apresenta um arranjo assimétrico devido aos diferentes
comprimentos das células da ala (Fig. 3a). Estas sdo compostas por numerosas células
periféricas, alongadas e dispostas radialmente, que cobrem completamente os estdbmatos
em toda a extensdo foliar e acabam sobrepondo-se umas as outras, dando um aspecto
escamoso a superficie, sendo por isso também chamadas de escamas. O material em
estudo apresentou as mesmas caracteristicas descritas em Strehl (1983) e Proenca
(2007), para espécies coletadas no sudeste do pais.

As células que compBem a superficie foliar possuem as paredes anticlinais
levemente sinuosas (Fig. 3c), favorecendo o aumento da superficie de contato entre elas.
Este fato faz com que o tecido epidérmico adquira uma maior resisténcia, caracteristica
importante durante as expansoes e contracdes foliares decorrentes da variagdo no turgor
das suas células.

Em vista transversal, a epiderme se mostra unisseriada e revestida por cuticula
delgada e paredes periclinais externas e internas espessadas (Fig. 4). O mesofilo é
homogéneo e compacto, constituido por células de contorno arredondado, algumas

vezes eliptico, e pequenos espacos intercelulares.
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As células subepidérmicas da face adaxial sdo maiores que aquelas do mesofilo
imediatamente abaixo, contendo menor quantidade de cloroplastos que as da face
abaxial, sendo o parénquima clorofiliano constituido por células arredondadas. O
mesofilo € homogéneo e compacto, constituido por células de contorno arredondado,
algumas vezes eliptico, com reduzidos espacos intercelulares. Os feixes vasculares sdo
colaterais, dispostos em uma unica série ao longo da lamina. Geralmente, os feixes
maiores se alternam com os menores e estdo circundados por 1-3 camadas de fibras,
com paredes espessadas e lignificadas (Proenca, 2007). A face adaxial da folha €
concava com elevacdo central. Possui o clorénquima com 5 a 10 feixes vasculares. A
raiz ndo possui aneéis fibrosos e a endoderme € imperceptivel. O caule possui estrutura

atactostele presente, porém sem células esclerenquimatosas (Arambarri et al., 1999).

5. PADRONIZACAO BOTANICA DE TILLANDSIA RECURVATA

Metodologia

A amostra foi coletadas no municipio de Cuité (6°29'6"”S - 36°9'25" W),
situado no semiarido paraibano na microrregido do Curimatal Ocidental, durante os
meses de maio e junho de 2010. A planta foi identificada e catalogada no Herbario
UFPE — Geraldo Mariz, da Universidade Federal de Pernambuco, sob o nimero 63661.
Apos a coleta, suas partes aéreas foram fixadas em FAA 50 (&cido férmico, acido
acetico e alcool etilico 5:5:90) (JOHANSEN, 1940) e, posteriormente, transferidas para
agua destilada. Para o estudo anatémico, seccOes transversais e paradérmicas da por¢éo
mediana das laminas foliares foram obtidas a méo livre e submetidas ao processo de
dupla coloracdo com safranina e azul de astra (Kraus, 1997) e montadas em glicerina

sobre ldminas semipermanentes. Para realizacdo desse estudo foram utilizados dois a


http://pt.wikipedia.org/wiki/Microrregi%C3%A3o_do_Curimata%C3%BA_Ocidental
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trés individuos da mesma espécie. A analise das estruturas internas foi realizada através

do uso de microscopio oOptico.

Resultados e Discussao

As amostras da folha de Tillandsia recurvata mostraram, em vista frontal de sua
superficie, pélos do tipo escama (Fig. 3a), caracteristico de outras espécies do mesmo
género (Papini, 2010). Os pélos se mostraram inseridos em uma depressdo com uma
haste constituida por trés células (Fig. 3b). No apice a estrutura esta constituida por um
disco formado por quatro camadas de células concéntricas, as centrais em nimero de
quatro, a segunda formada por oito células, a seguinte por 16 células e a mais externa
constituida por células alongadas e dispostas de modo radiado (Fig. 3a). Estas ultimas
células recobrem grande parte da superficie, incluindo os estbmatos. Isto faz com que os
estdmatos ndo estejam sob incidéncia direta dos raios luminosos, reduzindo a perda de
agua por evapotranspiracao quando os ostiolos estdo abertos.

Os resultados encontrados confirmam as mesmas caracteristicas descritas em
trabalhos realizados por Strehl (1983) e Proenca (2007). E interessante ressaltar as
caracteristicas de suas escamas e o fato de encontrarem-se dispostas desta forma, pois se
trata de uma apomorfia para esta familia, visto que essa sobreposicdo amplia a area
superficial das escamas, aumentando a absor¢cdo de agua e nutrientes nela dissolvidos,
que podem ser encontrados no orvalho ou na chuva, por exemplo. Além desta funcdo
vital, os tricomas escamosos exercem funcfes diversas no vegetal, como reflexdo da
radiacdo solar, reducdo da transpiracdo e atracdo de polinizadores (Tomlinson, 1969;
Benzing, 2000). No que se refere a obtencdo de &gua, Scatena & Segecin (2005) ao
analisarem espécies coletadas no Parana relataram que suas folhas sé&o do tipo

anfiestomaticas, com estdmatos anomociticos. Assim, em conformidade com a literatura
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consultada, esta especie encontrada no semiarido paraibano apresentou, além das
estruturas citadas, estbmatos do tipo anisocitico (circundados por trés células de
tamanhos diferentes) (Fig. 3, c/d). Este fato favorece o aumento na condutéancia de gas
carbénico no mesoéfilo devido a presenca dessas estruturas em ambas as superficies,
sendo esta uma caracteristica frequente para as Tillandsia atmosféricas extremas.

As células que compbem a superficie foliar possuem as paredes anticlinais
sinuosas, favorecendo assim o aumento da superficie de contato entre elas. Este fato faz
com que o tecido epidérmico adquira uma maior resisténcia, caracteristica importante
durante as expans@es e contracOes foliares decorrentes da variacdo no turgor das células.
A epiderme é unisseriada e revestida por cuticula delgada, apresentando mesofilo
homogéneo e compacto, constituido por células de contorno arredondado, algumas
vezes eliptico, e com pequenos espacos intercelulares.

As células subepidérmicas da face adaxial sdo maiores que as outras do mesofilo
e apresentam menos cloroplastos que as da face abaxial, sendo o parénguima
clorofiliano constituido por células arredondadas. O mesofilo é homogéneo e compacto,
constituido por células de contorno arredondado, algumas vezes eliptico, e com
pequenos espacos intercelulares. Os feixes vasculares sdo colaterais e se dispdem em
uma Unica série ao longo das laminas. Geralmente, os feixes maiores se alternam com
0s menores e sao circundados por 1-3 camadas de fibras periciclicas, cujas paredes sao

espessadas e lignificadas (Proenca, 2007; Fig. 4).

6. QUIMICA - FITOCONSTITUINTES

Muitos dos representantes da familia Bromeliaceae tém sido alvo de estudos
quimicos e farmacologicos, permitindo o isolamento e identificacdo de muitos

compostos até entdo desconhecidos. Um bom exemplo € Ananas comosus, considerado
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uma das espécies mais estudadas quimicamente desta familia, em funcdo do seu alto
valor comercial, consumido em varias partes do mundo. A partir de extracdo aquosa do
seu caule e frutos imaturos, foi possivel o isolamento da bromelina, uma enzima
proteolitica da classe das hidrolases que apresenta diversas atividades in vivo como
antiedematosa, anti-inflamatdria, antitrombatica e antifibrinolitica (Maurer, 2001). No
género Tillandsia, apesar dos escassos estudos existentes, diferentes classes de
metabolitos secundarios foram relatadas, como flavonoides, terpenos, saponinas e

derivados de &cidos cindmicos.

5.1 TERPENOS

Muitos triterpenos sdo encontrados na familia Bromeliaceae, apresentando uma
maior predomindncia na subfamilia Tillandsioideae. Uma grande variedade de
cicloartanos pode ser identificada nos representantes do género Tillandsia, como 0s
hidroperoxicicloartanos identificados em Tillandsia recurvata e T. usneoides (Cabrera,
1995,1997) (Quadro 1). O processo de hidroperoxidagdo desses cicloartanos pode ser
atribuido a uma foto-oxidagdo natural do cicloartenol, fendmeno responsavel pela
biogénese de alguns cicloartanos (Herz, 1985). Esse processo pode ser explicado pelas
condicBes adversas a que estas espécies estdo expostas, por serem espécies epifitas,
como a alta exposicéo solar e a baixa umidade. Assim, essas substancias poderiam ser
consideradas como parte do sistema de defesa dessas plantas (Manetti, 2009; Cabrera,

1995).

5.2 FLAVONOIDES

Os flavondides podem ser considerados como um dos grupos fendlicos mais

importantes e diversificados dentre os produtos de origem natural. Essa classe de
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metabolitos possui uma ampla distribuicdo na natureza sendo muitos deles descritos
na familia Bromeliaceae (Rocha, 2010). Além de possuirem importantes funcdes
bioldgicas para a planta, muitos deles também apresentam variadas atividades
farmacologicas (antitumoral, antimicrobiana, antioxidante) (Zuanazzi, 2007),
podendo inclusive  ser  considerados como  potenciais  marcadores
quimiotaxonémicos.

Apesar de diferentes classes de flavondides estarem presentes nesta familia, os
compostos mais notaveis sdo aqueles que apresentam um padréo de substituicdo no
carbono seis, por hidroxilagdo ou metoxilacdo, sendo este tipo de configuracdo
Unica, indicando que esta familia ocupa uma posicdo a parte em relagdo a outras
familias de monocotiledéneas (Williams, 1978). Frequentemente, a ocorréncia de
um padrdo de substituicdo especifico, para determinado metabdlito, é indicativo de
um avanco filogenético. Dessa forma, o padrdo de substituicdo nos carbonos seis ou
oito (por um radical hidroxi ou metoxi) para os flavonoides caracteriza-os como
grupos quimicamente avancados, resultantes de uma etapa biossintética extra para
sua formacdo, fazendo com que, dentre as trés subfamilias que compGem
Bromeliaceae, Tillandsioideae seja vista como a quimicamente evoluida dentro
desta familia (Manetti, 2009). Dentre os compostos deste tipo, p6de-se obter através
de uma extracdo cloroférmica realizada em Tillandsia recurvata uma substancia
oleosa e amarelada, a partir da qual, através de tratamentos cromatogréaficos,
constatou-se ser uma flavanona (Quadro 1). De acordo com métodos
espectrométricos foi possivel identificar a substancia isolada como 5,3’-Dihidroxi-
6,7,8,4’-tetrametoxiflavanona, até entdo ndo descrita para esta espécie (Queiroga,

2004).
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5.3 ACIDOS CINAMICOS E DERIVADOS

Esse grupo de metabdlitos encontra-se amplamente distribuido no reino vegetal
sob a forma esterificada fazendo parte da parede celular, tendo como principais
representantes os acidos p-cumaérico, caféico, feralico e sindpico (Carvalho, 2003).
Os &cidos hidroxicinamicos e seus ésteres sdo bastante comuns em todo o reino
vegetal, sendo encontrados em quase todos os tecidos vegetais. Contudo, 0 1,2- e
1,3 - diglicerideo fenilpropenato, derivado do &cido cindmico, sdo raros, restritos a
apenas algumas espécies, como T. recurvata (Quadro 1). Assim, Queiroga e
colaboradores (2004) obtiveram, a partir da extracdo cloroférmica das partes aéreas
desta espécie e posteriores tratamentos cromatograficos, um éster do &cido cindmico
na forma de um pd branco amorfo, quimicamente denominado 1,3-di-O-
cinamoilglicerol. Além desta substancia também foi confirmada a presenca do éster

etilico do acido caféico.

6. CONCLUSOES

As epifitas contribuem largamente com a imensa diversidade vegetal encontrada
no dossel das florestas tropicais. Sua importancia pode ser observada do ponto de
vista ecologico, faunistico, popular e farmacoldgico. Muitas dessas espécies
adaptadas a vida epifitica podem ser encontradas em Bromeliaceae, considerada uma
familia amplamente distribuida e com alta variabilidade genética. O género
Tillandsia € formado por representantes que apresentam uma organizacao
morfometabdlica altamente especializada, podendo sobreviver aos mais diferentes
tipos de ambientes extremos. Dessa forma, Tillandsia recurvata é uma epifita

cosmopolita adaptada a um clima de habitats aridos, onde algumas modificaces
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morfometabodlicas ao longo de sua evolugdo permitiram que sobrevivesse com a
minima quantidade de 4gua dispersa na atmosfera sob a forma de vapor.

Esta espécie apresenta uma ampla distribuicdo em toda América tropical, sendo
encontrada em toda costa do pais nos ecossistemas de caatinga, cerrado e mata
atlantica, apresentando um grande potencial terapéutico, verificado empiricamente
na medicina popular americana. Apesar de ser amplamente utilizada
tradicionalmente pouco se tem publicado a respeito da comprovacéo cientifica de
suas atividades. Algumas pesquisas, porém, evidenciam o potencial farmacoldgico
desta espécie em algumas atividades como antitumoral, anti-inflamatoria e
antimicrobiana, atribuidas a presenca de &cidos sidlicos em sua composicéo,
corroborando o uso popular. De modo geral, a diversidade de metabdlitos e as
atividades bioldgicas observadas em Bromeliaceae justificariam o interesse no
estudo de espécies desta familia. Do ponto de vista quimico, embora algumas
substancias tenham sido isoladas em Tillandsia recurvata, os estudos existentes na
area ndo correlacionam a estrutura quimica com a resposta bioldgica que as mesmas
exercem. Diante da escassez de estudos cientificos que informem a importancia
biolégica e o potencial terapéutico acerca dos metabdlitos desta espécie, €
importante a realizacdo de trabalhos com esta, conhecida do ponto de vista

etnobotanico, porém pouco explorada farmacologicamente.
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ANEXOS - FIGURAS E QUADROS

A B
Figura 1: Distribuicdo Geogréfica de Tillandsia recurvata L. na América Latina (A) e no
Brasil (B). Fonte: GBIF, 2010; Forzza, 2010.

Fig. 2 — Tillandsia recurvata in situ. Foto: Julia de Souza, Alex Lucena, 2010.



Figura 3. Epiderme foliar de Tillandsia recurvata Lam. a. pélo do tipo

escama, mostrando discos concéntricos de células; b. haste do pélo escamoso
(seta); c/d. estdbmato anisocitico (trés células, uma maior que as outras duas,

circundando o estbmato). Barras: a = 200um; b-d = 50um.
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Figura 4. Folha de Tillandsia recurvata Lam. a. vista transversal mostrando feixes vasculares

(fv, seta) imersos no parénquima; b. vista transversal mostrando contorno reniforme; c.
epiderme com pélos escamosos (seta); d. paredes periclinais externas (pe) e internas (pi)
espessadas. Barras: a = 500pum; b,c =200 mm; d = 50um.



Quadrol — Metabolitos secundarios isolados de Tillandsia recurvata L.
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) CLASSE DE )
ESPECIE COMPOSTOS REFERENCIA
METABOLITO
25-hidroperoxicicloart-23-en-33-ol,24-
hidroperoxicicloart-25-en-3f-ol,
Tillandsia cicloartanona, cicloartenona, 24-
Terpeno CABRERA, 1995

recurvata L.

metilenocicloartanona, cicloartanol,
cicloartenol,24-metileno cicloartanol,

lanosterol, colest-4-en-3-ona-24-metil

lanosterol
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Acido Sialico

HO 0
CH3

OH OH

Lowe, 2010

Flavondide

5,3’-Dihidroxi-6,7,8,4’-tetrametoxiflavanona

Queiroga, 2004
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Derivado Cindmico

1,3-di-O-cinnamoilglicerol

Queiroga, 2004

Ester etilico do 4cido caféico

HsC

OH

OH

Queiroga, 2004




