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RESUMO

O mercUrio € um metal muito perigoso quando em contato com o organismo do homem,
quer seja pela via aérea, cutanea ou por ingestdo. Os danos causados pelo metal séo graves e
em grande parte dos casos permanentes. Neste contexto os vegetais principalmente as
pteridofitos podem ser uma alternativa terapéutica e ambiental a toxicidade causada pelo
cloreto de mercurio, visto que alguns estudos demonstram a aplicacdo de pteridofitas para a
fitorremediacdo de metais pesados. L. venustum (Lygodiaceae) € uma samambaia com
distribuicdo mundial e o habito lianescente. Esta espécie € usada como um bioindicador da
degradacdo ambiental e na medicina popular de populacdes da América do Sul.  Este
trabalho teve como objetivo investigar as possiveis interagdes entre extrato etandlico e
fragdes de Lygodium venustum SW. combinados ao cloreto de mercurio frente a linhagem
Escherichia coli ATCC 25922 e Candida krusei 02 . Os polifendis e flavondides presentes
no extrato e frages foram quantificados em mg equivalentes de acido galico/ g de amostra e
mg equivalentes de quercetina/ g de amostra, respectivamente. O método de FRAP, in vitro,
demonstrou a atividade antioxidante das amostras. Foi avaliada a atividade antimicrobiana
dos produtos naturais, determinando a Concentracéo Inibitéria Minima (CIM) pelo método
da microdiluicéo e ensaios para verificar a possivel acdo citoprotetora através da combinacao
entre as amostras e o cloreto de mercurio, utilizando o extrato e as fracbes em uma
concentracdo sub-inibitdria e logo apds foi evidenciada as acOes bactericidas e fungicidas
minimas em placas de petri contendo HIA. Através do coeficiente de correlacdo de Pearson
foi possivel inferir que a atividade CBM estar relacionada com a atividade antioxidante e
quelante, devido a presenca dos fendis totais e flavondides. No entanto ndo foi observado
atividade citoprotetora frente as linhagens de Candida krusei 02. Os resultados obtidos neste
trabalho indicam que o extrato etandlico e as fragcbes de L. venustum sdo uma fonte
alternativa de produtos naturais com acéo citoprotetora.

Palavras — chave: Lygodium venustum, cloreto de mercurio, citoprote¢do, Escherichia coli,
Candida krusei.



ABSTRACT

Mercury is a very dangerous metal when humans come in contact with it, whether through the
air or skin or by ingestion. The damage caused by the metal is serious and in most cases
permanent. In this context, the plants especially pteridophytes can be an alternative
therapeutic and ambiental um toxicity caused by mercuric chloride, since some studies show
um application of pteridophytes for phytoremediation of heavy metals. L. venustum
(Lygodiaceae) is a fern with worldwide distribution and lianescente habit, this species is used
as a bioindicator of environmental degradation and in folk medicine in South America. The
aim of this work was to investigate the possible effects of the ethanolic extract and fractions
of Lygodium venustum SW. on mercury chloride toxicity towards Escherichia coli strain
ATCC 25922 and e Candida krusei 02 .The polyphenols and flavonoids present in the extract
and fractions were quantified in mg equivalents gallic acid/g sample and mg equivalents
quercetin/g sample, respectively. ~ The in vitro FRAP method demonstrated the antioxidant
activity of the samples.The antibacterial activity of the natural products was evaluated by
determining the minimum inhibitory concentration (MIC) using the microdilution method
and by assays to elucidate the possible cytoprotective action when combining the plant
samples and mercury chloride, utilizing the extract and fractions at a sub-inhibitory
concentration and was evident soon after the actions bactericides and fungicides minimum in
slabs of petri containing HIA. Using the Pearson correlation coefficient it was possible to
infer that the minimum bactericidal concentration is related to antioxidant and chelating
activity, due to the presence of total phenolics and flavonoids. However cytoprotective
activity was not observed against strains of Candida krusei 02. The results obtained in this
work indicate that the ethanolic extract and fractions of L. venustum are an alternative source
of natural products with cytoprotectve action.

Palavras — chave: Lygodium venustum, mercury chloride, cytoprotection, Escherichia coli,
Candida krusei.
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APRESENTACAO

O presente trabalho teve como objetivos principais investigar as possiveis atividades
citoprotetoras do extrato etanolico e fragfes de Lygodium venustum LW. frente ao cloreto de
mercurio, utilizando como ferramentas em modelos microbianos, além de quantificar a
composicdo fenolica total e avaliar a atividade antioxidante e quelante com o intuito de
correlacionar com a possivel atividade citoprotetora.

Os artigos 1 e 2 apresentam a quantificacdo de fendis totais e flavondides expressos
como miligramas equivalentes de &cido galico por grama de amostra e como miligramas de
quercetina equivalentes por grama de extrato, respectivamente. Ja a atividade antioxidante
foi avaliada através do método FRAP, observando-se a capacidade redutora em mg de FeSO,
por grama de amostra, e para avaliar a atividade antimicrobiana foi determinanda a
Concentracdo Inibitéria Minima (CIM) pelo método da microdiluicdo e a atividade
citoprotetora por ensaios que utilizaram a combinacdo entre as amostras e o cloreto de
mercurio, utilizando o extrato e as fragcdes em uma concentracdo sub-inibitdria, assim
evidenciado as atividades bactericidas e fungicidas minimas em placas de petri contendo HIA,
sendo que a atividade bactericida minima foi estudada no artigo 1 e a fungicida minima no
artigo 2. Além dos testes mencionados no artigo 1, o mesmo analisa a atividade quelante de
ferro que utilizou uma metodologia adaptada para o ensaio, baseada no principio da formacéo
do complexo O-fenantrolina-Fe?* e a sua ruptura, na presenca de agentes quelantes.
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1 INTRODUCAO

A busca pela utilizacdo dos vegetais para beneficiar humanidade data de tempos
remotos. O vasto conhecimento da biodiversidade quimica da natureza pelos povos primitivos
pode ser considerado fator primordial para descobrimento de substdncias toxicas e
medicamentosas ao longo das geracfes (VIEGAS; BOLZANI, 2006). Embora este
conhecimento apresentado pelas populacdes seja processado empiricamente, ao longo dos
anos vem sendo elaborados diferentes métodos para comprovacédo cientifica da eficacia de
produtos naturais.

Paralelamente ao conhecimento empirico a um interesse dos pesquisadores em estudos
envolvendo areas multidisciplinares, como por exemplo, Bioguimica, farmacologia, quimica,
microbiologia, toxicologia dentre outras. Areas estas extremamente importantes para a busca
do conhecimento da bioatividade dos produtos naturais (LOPEZ, 2006).

Através de levantamentos etnobioldgicos, as plantas tém sido apontadas como 0s
produtos naturais mais utilizados pelas populacGes em geral. Levantamentos etnobotanicos
demonstram que as angiospermas sdo 0S principais vegetais utilizados na medicina
alternativa. Por outro lado pteridofitas tém tido pouco destaque no uso medicinal em diversas
culturas, quando comparadas as angiospermas, entretanto, seu uso medicinal € difundido entre
populacdes mundiais. As pteridofitas, por sua utilidade medicinal e terapéutica, desde tempos
passados tém sido prescritas sob a forma de extrato medicinal e hoje, por sua reconhecida
importancia, sdo tidas como um recurso biolégico com potencial terapéutico(SINGH et al.,
2010).

Além do cunho medicinal alguns estudos foram realizados utilizando pteridofitas para
a fitorremediacdo de metais pesados. Pesquisas de Francesconi et al (2002) e Oliveira et al
(2009) com a Pityrogramma calomelanos e Pteris vittat , entre outras plantas do cerrado séo
capazes de acumular arsénio quando presentes em solo.

Metais pesados sdo substancias altamente toxicas, porém a toxicidade depende de
sua concentracdo armazenada no organismo vivo ou ambiente, independente do mecanismo
de intoxicacdo. Relata-se que os metais presentes nos efluentes industriais reduzem a
capacidade autodepurativa das aguas, devido a acdo toxica que eles exercem sobre os
microorganismos responsaveis pela recuperagdo das aguas, por meio da decomposi¢do de
materiais organicos (AGUIAR et al, 2002).
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O mercdrio é bastante uilizado no monitoramento global de polui¢do, demonstrando
assim seu carater poluidor devido a sua extensa utilizacdo na década 70 pelas inddstrias, e
toxidez na sua forma metilada sobre o sistema nervoso central e sua retencdo nos sedimentos
(MARINS et al, 2004).

Neste contexto Lygodium venustum é uma pteridofita da familia Lygodiaceae,
normalmente presente na aclive da floresta nacional do Araripe . E normalmente observada
crescendo em clareiras no interior da mata ou as margens de caminhos, em areas perturbadas.
Por possuir raque voluvel, com forma adaptativa de cip0, especializa-se no habito lianescente,
sendo, apds atingir 50 cm de altura, considerada uma eximia alpinista, apoiando-se
geralmente em cipds, madeiras mortas ou arbustos, chegando a atingir mais de 5 metros de
altura (COSTA, 2007; MEHLTRETER, 2006; PRADO, 2005; TRYON STOLZE, 1989).
Alguns trabalhos relatam a atividade biologica destas samambaias, dentre algumas atividades
ja analisadas estdo: antimicrobiana, modulatora (ALANIS et al., 2005, MORAIS-BRAGA et
al., 2012a, 2012b), antiangiogénica, antiparasitaria, antiandrogénica, antissecretora |,
citotoxica, tricomonicida, antineoplasica, antiepiléptica, antiansiolitica, contra distarbios
gastrintestinais (VELAZQUEZ et al., 2006; CALZADA et al., 2010; CALZADA et al. 2007,
antioxidante, leishmanicida e tripanocida (MORAIS-BRAGA et al., 2012a, 2012b, 2012c,
2013). Nao encontrando relatos da atividade citoprotetora frente a metais pesados.

O estudo e a descoberta de produtos naturais ativos que apresentam potencial
antitoxico estdo em desenvolvimento, baseando-se na premissa de acumulacdo de metais
pesados pela espécie Lygodium venustum, estudos foram realizados frente ao potencial toxico

do mercurio em testes de citotoxicidade em modelo microbiolégico.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Avaliagdo in vitro da atividade citoprotetora do extrato etandlico e fracGes de

Lygodium venustum LW. contra a toxicidade do cloreto de mercurio em modelo microbiano

2.2 Objetivos Especificos

e Avaliar o efeito citoprotetor do extrato etandlico de Lygodium venustum e suas fraces

em bactérias e fungos contra o cloreto de mercurio.

e Realizar a quantificacdo de fenois totais e flavonoides do extrato etandlico de

Lygodium venustum e suas fragdes.

e Auvaliar a atividade antioxidante do extrato etandlico de Lygodium venustum e suas

fracdes.
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3 REVISAO E LITERATURA

3.1 Plantas Medicinais

Segundo a Organizagcdo Mundial da Saude (1998), planta medicinal ¢ “todo e qualquer
vegetal que possui, em um ou mais 6rgaos, substancias que podem ser utilizadas com fins
terapéuticos ou que sejam precursores de farmacos e semi-sintéticos”.

As mais antigas citacOes sobre drogas vegetais sdo de origem indiana, Ayurveda
(Ciéncia da Vida), com registros do modo de organizacdo da medicina da india de até 2500
a.C. e informacGes sobre a utilizacdo de plantas medicinais cientificamente catalogadas, ha
aproximadamente 1000 a.C. existia um conjunto de 10000 plantas registradas (CHOPRA, et
al., 1958). Estas informac@es contribuiram para o conhecimento atual sobre as plantas e para a
separacdo de moléculas que sdo empregadas na pratica curativa e em muitos segmentos
industriais (HARBORNE; BAXTER, 1993).

Os primeiros povos foram descobrindo as propriedades terapéuticas de determinadas
espécies vegetais, através das experimentacdes e das observacdes, sendo estas transmitidas de
geracdo em geracdo, e passando, assim, a participar do saber da sociedade (TUROLLA,;
NASCIMENTO, 2006).

O uso de plantas medicinais ¢ comum nos diversos biomas brasileiro (VEIGA;
MELLO, 2008) e o surgimento da medicina popular, no Brasil, deve-se aos indios, com
contribuicdo dos afro-descendentes e europeus. Na época em que era colbnia de Portugal, os
medicamentos restringiam-se as metropoles e a zona urbana, enquanto a suburbana recorria ao
uso das ervas medicinais (REZENDE; COCCO, 2002).

No século XVI, o médico suico Philippus Aureolus Theophrastus Bombastus von
Hohenheim, conhecido como Paracelsus (1493-1541), formulou a "Teoria das Assinaturas”,
baseada no provérbio latim similia similibus curantur, "semelhante cura semelhante”. Com
esta teoria acreditava-se que a forma, a cor, o sabor e o odor das plantas estavam relacionados
com as suas propriedades terapéuticas, podendo dar indicios de seu uso clinico. Algumas
destas plantas passaram a fazer parte das farmacopéias alopaticas e homeopaticas a partir do
século XIX, quando se comecou a investigar suas bases terapéuticas (TUROLLA,;
NASCIMENTO, 2006; ELVIN-LEWIS, 2001).

O conhecimento sobre as plantas medicinais representa varias vezes o Unico recurso
disponivel para o tratamento de diversas patologias. A experiéncia popular sobre a utilizagdo

de fitoterapicos contribui de forma indispensavel para a divulgacdo das agdes curativas dos
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vegetais, utilizados rotineiramente pelos efeitos medicinais que apresentam, apesar da nédo
identificacdo dos metabolitos secundarios das plantas indicadas para suas diversas
enfermidades (MACIEL, et al., 2002).

Estudos sobre o conhecimento popular sobre os farmacos confirmam a acéo
farmacoldgica registrando enorme numero de utilidades de plantas medicinais, comprovando
assim o conhecimento popular que deu origem a varios medicamentos fitoterapicos a partir de
uso empirico (ELIZABETSKY, 1993).

A busca de principios ativos mais eficazes e menos agressivos ao homem, tem
colocado a pesquisa sobre plantas medicinais num importante patamar cientifico e tem aberto
perspectivas para estudos de etnofarmacologia, fitoquimica e microbiologia entre outros,
principalmente motivada pela existéncia de doencas endémicas, de novos agentes infecciosos
e a poluicdo ambiental favorecendo a disseminacdo de infecgcBes por varias vias como a
hidrica (RECIO; RIOS, 1989).

Neste contexto o Brasil abriga a maior biodiversidade do planeta, possuindo mais de
20% do numero total de espécies da Terra, o que leva o Brasil ao posto de principal nacédo
entre 0s 17 paises megadiversos (ou de maior biodiversidade) (MMA, 2013).

Entretanto, muitas plantas medicinais apresentam substancias que podem acarretar
reacOes indesejaveis, sejam pela presenca contaminante ou adulterante presentes nas
preparacOes fitoterapicas, requerendo um rigoroso controle de qualidade desde o cultivo,
coleta da planta, prospeccdo fitoquimica, até a producdo de um novo medicamento (ELVIN-
LEWIS, 2001).

No Brasil as plantas medicinais e seus derivados sdo regulamentados principalmente
pela Agencia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA), entidade de direito publico do
Ministério da Saude que tem fungdo de promover e proteger a salde da sociedade garantindo

a seguranca higiénica de servicos e produtos (BRASIL, 1999).

3.2 Espécie botanica em estudo

3.2.1 Taxonomia
Classe: Polypodiopsida
Ordem: Schizaeales
Familia: Lygodiaceae
Género: Lygodium

Espeécie: Lygodium venustum
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3.2.2 Caracterizacao botanica

Pteriddfitas constituem um grupo de vegetais com uma grande riqueza de espécies e
este fato tem contribuido para que o homem se utilize, de variadas maneiras, de seus
potenciais quer sejam econémicos, alimenticios ou medicinais (MORAIS-BRAGA et al.,
2012a). As pteriddfitas constituem um grupo de plantas vasculares sem flores nem sementes
que se reproduzem por esporos. Seu ciclo de vida é heteromorfico com duas fases,
diferenciando-se em gametofitica e esporofitica (PRYER et al., 2004). Ocupam uma grande
diversidade de ambientes em variados ecossistemas, apresentando diferentes formas
bioldgicas, incluindo quase todas as formas de crescimento e de adaptacdo das angiospermas
(HOLTUM, 1938).

Os ambientes de maior ocorréncia das pteridéfitas sdo os tropicais bastante umidos,
que nao apresentam longos periodos secos durante o ano. Entretanto, podem ocorrer nos mais
variados ecossistemas e microhabitats, em condi¢cdes bem distintas, de ambientes articos e
alpinos das elevadas altitudes e latitudes até ambientes Umidos no interior das florestas
tropicais; de condicBes subdesérticas até as formacdes costeiras pantanosas (PAGE, 1979). O
fato de compartilharem a alternéncia de geractes em seu ciclo lhe rendeu o tratamento
taxondmico em uma Tunica divisdo, a “Pteridophyta”, constituida por classes 25
evolutivamente distintas, formando um taxon parafilético (STEVENSON; LOCONTE, 1996;
PRYER et al., 2004; SMITH et al., 2006).

Fatores fisicos podem limitar ou possibilitar o desenvolvimento e o crescimento tanto
do gametdfito quanto do esporoéfito, dificultando ou facilitando a amplitude ecoldgica de
adaptacao e sobrevivéncia de suas espécies (PAGE, 1979).

Segundo Smith (2006), a classe Polypodiopsida forma o maior grupo entre as
monilofitas atuais e sdo comumente conhecidas como samambaias ou feto, sendo o grupo das
pteriddfitas leptosporangiadas, abrangendo cerca de 11.000 espécies distribuidas em 37

familias.
3.2.3 Lygodium venustum SW
A familia Roe Lygodiaceae M. Roe é tipicamente representada por plantas terrestres

de habito lianescente, com distribui¢do pantropical, formada por apenas um género Lygodium
e cerca de 25 espécies (SKOG et al., 2002).
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O género Lygodium sw. distribui-se pantropicalmente, chegando a atingir até mesmo
regides temperadas ao leste dos Estados Unidos, Africa do Sul, Japdo e Nova Zelandia
(MORAN, 1995). Apresentam em sua estrutura um rizoma terrestre contendo tricomas
aciculares, pluricelulares, alaranjados e caule curto-reptante com tricomas. Possui
caracteristicas incomuns como frondes vollveis e crescimento indeterminado, enrolando-se a
partir da gema apical da raque, monomorfas.

No apice dos segmentos sdo encontrados 0s soros e nestes, 0s esporangios abaxiais
solitarios, formados na margem da lamina foliar (contendo apenas 1 soro) protegidos pelo
tecido laminar marginal, formando um falso-induzio e seus esporos apresentam-se como
triletes (PRADO, 2005).

A lamina pode ser 1-3-pinado-pinatifida, papiracea, glabra ou com tricomas
pluricelulares alaranjados. Apresenta pinas alternas, pecioluladas; pinulas divididas, palmado-
lobadas a pinadas. As nervuras distribuem-se livremente ou de forma anastomosadas
(MORAN, 1995).

Lygodium venustum que possui as sinonimias Lygodium commutatum C. Presl; L.
mexicanum C. Presl; L. polymorphum (Cav.) Kunth. é uma planta terrestre com rizoma
subterraneo a partir do qual sdo produzidas suas folhas, que possuem lamina 2-3 pinado-
pinatifida com crescimento indeterminado e pinas alternas com cerca de 14 cm de
comprimento, pecioluladas. As pinulas, com 3-7,5 x 1,3 cm, podem ser de palmado-lobadas a
pinadas, articuladas, sendo cobertas por tricomas pluricelulares, diminuem de tamanho em
direcdo ao apice da pina. A base do pediolulo ndo apresenta dilatacdo e tem entre 1-3 mm de
comprimento. As frondes sdo subdimorfas, sendo a estéril mais larga que a fértil. Os
segmentos proximais sdo palmatilobados, com base hastada e margens dentadas. O apice é
obtuso, a venacdo € aberta e as nervuras sdo livres, podendo ser simples ou furcadas (Figura
1) (PRADO, 2005).

Figura 1 Lygodium venustum

Fonte: Morais-Braga et al. (2012a)
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Essa espécie apresenta-se amplamente distribuido na América Latina, do México ao
Paraguai e ilhas do Caribe, onde se desenvolve em até 1.100 m de altitude em relagéo ao nivel
do mar. No Brasil, distribui-se em diversas zonas fitogeograficas, tendo sido registrada a sua
ocorréncia em estados de regides distintas (PRADO, 2005; ARANTES, 2008; COSTA, 2007;
SANTIAGO, 2003).

Segundo Mehltreter (2006), esta espécie € capaz de manter uma reserva de vida
qguando a iluminacdo ndo lhe é favoravel, podendo revigorar em condi¢fes propicias.
Buscando condicdes de iluminacdo adequada e uma planta que Ihe possibilite um suporte
perfeito. A L. venustum muitas vezes pode se tornar invasora, tida como uma espécie dificil
de erradicar, uma vez que mesmo fragmentado o rizoma € capaz de se regenerar e produzir
novas folhas. Entretanto, ndo é considerada uma espécie de rapido desenvolvimento, uma vez
que seu ciclo de vida é lento. Mehltreter (2006) ainda observou que a luz do sol é de
fundamental importancia para a inducdo da fertilidade. A planta apresenta padrdo de
crescimento sazonal, correlacionado com a precipitacdo, indicando que a agua age como um

fator limitante para seu desenvolvimento.

3.2.4 Etnobotanica e farmacologia de Lygodium venustum

A utilizacdo de L. venustum como planta medicinal tem sido registrada na
Mesoamérica por populacdes indigenas, entre outras, possuindo atividades antiséptica,
fungicida e tricomonicida e sendo indicada para o tratamento de dermatoses, micoses e
infecgbes (DUKE, 2008). E também usada no tratamento de desordens gastrointestinais e
ginecobstétricas e como antiinflamatério poés-parto (ARGUETA, 1994). Tradicionalmente
tem destaque no preparo da bebida de efeito alucindgeno, ayahuasca, entre os Sharanahua e
os indios do alto do rio Purus na Amazénia Peruana (RIVIER et al., 1972). No Brasil, €
utilizada por afro-brasileiros em cultos misticos para banhos de limpeza (ALBUQUERQUE et
al.,1997).

Ha uma grande diversidade de estudos envolvendo o género Lygodium desde a
avalicdo da bioatividade de produtos naturais in vitro e in vivo, assim como pesquisas que se
reportam a tentativas de erradicacdo de algumas espécies que tém se tornado um grande
problema como invasoras. Uma estratégia interessante vem sendo utilizada pelos chineses,
que é a de conhecer a miude as espécies por intermédio da fitoquimica e realizacdo de testes
para bioatividade, tentando dar a elas uma importancia farmacolégica. Assim como, estudos

em ecologia, fenologia geraram registros e descricdo de 30 novas espécies do género
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Lygodium e em alguns casos isolamentos de compostos vem sendo realizados (MORAIS-
BRAGA et al., 2012a).

O primeiro relato sobre a bioatividade dessa samambaia foi em 2005, atraves de uma
triagem feita por Alanis et al.,( 2005) onde investigando 26 plantas medicinais mexicanas
sobre o potencial antibacteriano frente a 8 linhagens, verificou que L. venustum apresentou
percentual de inibicdo abaixo de 50%.

Neste estudo foram testados o0s extratos metandélico e aquoso (8 mg), usando o método
da difus@o em disco e neste estudo a planta foi considerada pouco eficiente como inibidora do
crescimento bacteriano. Como é usada para o tratamento de desordens gastrointestinais, tais
como diarréia, L. venustum teve sua atividade anti-secretora testada em modelo in vivo,
induzido por toxina do colera (VELAZQUEZ et al., 2006), tendo sido utilizada a
concentracdo de 300 mg/kg dos extratos metandlico e aquoso, ficando constatado que apenas
0 metandlico apresentou inibicdo (51,6%), mostrando uma interessante atividade
antidiarreica.

Nesta mesma concentracdo, o extrato metandlico foi investigado quanto a inibicdo do
peristaltismo do trato intestinal em ratos, apresentando efeito moderado (42%) superior ao da
droga usada como controle positivo, a lorepamida - 34% em 10 mg/Kg (CALZADA et al.,
2010). Calzada et al. (2007), avaliou a atividade tricomonicida de 22 plantas e constatou uma
atividade moderada para L. venustum.

Algumas atividades farmacoldgicas ja foram evidenciadas, atividades antidiarréica
(VELAZQUEZ et al., 2006), antiperistaltica (CALZADA et al., 2010), tricomonicida
(CALZADA et al., 2007), leishmanicida, tripanocida (MORAIS-BRAGA et al., 2013), e 0
seu efeito no tratamento de desordens gastrointestinais (CALZADA et al., 2010) ja foram
investigado. Também a atividade antibacteriana (ALANIS et al., 2005, MORAIS-BRAGA et
al., 2012b), antifungica e moduladora da acdo de antimicrobianos utilizados na clinica
(Morais-Braga et al. 2012b, 2012c, 2013) e efeito antioxidante (MORAIS-BRAGA et al.,
2012a). Suas partes aéreas sdo utilizadas sob a forma de cha ou topica, no tratamento de
infeccdes e dermatoses (DUKE, 2008). Nao encontrando relatos da atividade citoprotetora
frente a metais pesados. No entanto, alguns estudos foram realizados utilizando pteriddfitas
para a fitorremediacdo de metais pesados (Gomes et al., 2013). Pesquisas de Francesconi et
al. (2002) e Oliveira et al. (2009) com a Pityrogramma calomelanos e Pteris vittat , entre

outras plantas do cerrado sdo capazes de acumular arsénio quando presentes em solo.
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3.3 Metais pesados

Metais pesados sdo elementos quimicos naturalmente encontrados na natureza em
baixas concentracdes, no entanto a partir da década de 70 com a intensificacdo da
industrializacdo e urbanizagdo, as concentracGes destes metais vém se elevando a niveis
maiores do que os naturais, ocasionando a contaminagdo dos mais diversos biomas tornando-
se uma preocupacdo para os ambientalistas (DEMIRAK et al., 2006).

Alguns metais pesados sdo definidos como elementos metalicos devido a sua
densidade que excede 5,0g/cm® (BRASILEIRO et al., 2006; FORSTNER; WITTMAN,
1983) sdo consideradas substancias altamente toxicas, porém a toxicidade depende de sua
concentragdo armazenada no organismo Vvivo ou ambiente, 0 que 0s torna altamente
perigosos(FORSTNER; WITTMAN, 1983; PEIJNENBURG, 2004) e também depende de
sua biodisponibilidade. O termo biodisponibilidade pode ser definido como a fragdo de metal
que estd ou pode estar disponivel para ser absorvida e causar prejuizos ao organsmo
(PEINNENBURG, 2004).  Mesmo em paises subdesenvolvidos, alguns metais podem ser
uma ameagca potencial as espécies de um ecossistema em baixas concentracbes (LACERDA;
MIGUENS, 2011).

3.3.1 Mercurio

Dentre os metais pesados o mercurio é um metal com caracteristicas sui generis. Ele é
0 Unico metal que é liquido a temperatura ambiente tendo ponto de fusdo de - 38,87 °C, e
ponto de ebulicdo de 356,58 °C. Este metal liquido prateado é muito denso, e ainda possui
uma tensdo superficial alta o bastante para fazer com que o seja capaz de formar pequenas
esferas perfeitas nas rochas e minerais onde é encontrado (ANDREN; NRIAGU, 1979). O
mercudrio ocorre naturalmente na crosta terrestre (LEE et al., 2009), em formas organicas e
inorgénicas porém ndo apresenta funcdes bioldgicas, e é considerado um agente
potencialmente toxico por oferecer grande risco de contaminacdo ambiental ao ser humano
(AZEVEDO, 2003).

A acéo toxica do mercurio na exposi¢do ocupacional ja é conhecida h4 muitos anos.
Em alguns ambientes, os riscos sdo maiores, como € 0 caso de hospitais, que utilizam
mercurio elementar em varios equipamentos (JUNG, 2004). Devido ao uso crescente desse
metal o Ministério da Salde e da Agricultura regulamentou o uso do mercdrio na industria
brasileira (BRASIL, 2010).
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Segundo Jesus et al. (2010) o mercurio possui efeito acumulativo, tornando-se, assim,
motivo de perturbacdo crbnica e progressiva das funcdes metabolicas e celulares dos
individuos que a ele estdo expostos. A contaminagdo com metais pesados afeta o
crescimento, como também a distribuicdo e o ciclo biologico das espécies vegetais
(BARCELO; POSCHENRIEDER, 1992). Um efeito comum aos metais pesados é o
oxidativo devido aos efeitos pré-oxidantes do mercurio e a sua capacidade para a geracdo de
espeécies reativas de oxigénio (EROs) e alteracdo das defesas antioxidantes (BOUJBIHA et
al., 2009).

Uma das principais formas que o mercurio se encontra na natureza é associado ao
cloro formando o Cloreto de mercurio (HgCl,), sendo alvo de inimeras investigacdes, ndo s
por causa de sua toxicidade intrinseca, mas também porque representa a toxicidade do
mercdrio elementar desde o Gltimo oxidado a Hg™ (PATRICK et al., 2002). As suas
principais caracteristicas sdo alta solubilidade em solventes organicos e possui grande
lipossolubilidade quando comparado com a forma inorganica divalente (Hg*?) o que facilita a
sua permeabilidade pelas membranas biologicas (COLOMBI, 2009). A sua inalacdo é
extremamente destrutivo para os tecidos das membranas mucosas e do trato respiratdrio
superior. E tdxico se absorvido através da pele, causa queimaduras na pele e nos olhos, pode
ser fatal se ingerido, atinge principalmente rim nervos e via gastrointestinal (PATRICK et al.,
2002).

3.4.1 Efeito quelante

Um dos mecanismos que podem atuar na neutralizacdo dos metais pesados é a
quelacdo por produtos naturais, o termo quelar deriva do grego khele, que significa garra.
Essas substancias captam os ions metalicos do complexo molecular aos quais se encontram
unidas, fixando-os por uma unido coordenada chamada quelagdo. Assim as substancias que
tém a propriedade de fixar os ions metélicos em um determinado complexo molecular s&o
denominadas quelantes. (COSTA et al., 2009).

Agentes quelantes naturais sdo aqueles excretados por vegetais como acido acético e o
acido citrico entre os principais artificiais destacam-se DTPA e FRAP (MEERS et al., 2004;
MELDO et al., 2006).
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3.4.3 Atividade Antioxidante

Agentes responsaveis pela inibicdo e reducdo das lesdes causadas pelos radicais livres
nas células sdo classificados como compostos antioxidantes, além de possuir a capacidade em
baixas concentracGes de regenerar ou prevenir de maneira eficaz a oxidagdo por espécies
reativas de oxigénio (AL-MAMARY et al., 2002; MOREIRA et al, 2002
CHANWITHEESUK et al., 2005; WU et al., 2005; LIMA et al., 2006).

A atuacdo dos antioxidantes é diversa podendo agir sobre diferentes niveis na protecao
dos organismos. Como captadores de radicais e supressores de estados excitados, como
sistemas cataliticos que neutralizam ou eliminam as espécies reativas de oxigénio ou realizam
ligacGes com ions metélicos a proteinas, tornando-os indisponiveis para a producdo de
espeécies oxidantes (HALLIWELI; GUTTERIDGE, 1999).

O principal artificio para inibi¢do do estresse oxidativo é impedir sua formagdo dos
radicais livres, inibindo principalmente reagcbes em cadeia com o ferro e o cobre. Outro
mecanismo importante de defesa é o fato dos antioxidantes serem capazes de interceptar os
radicais gerados pelo metabolismo das células ou por fontes exdgenas, evitando o prejuizo aos
lipideos, aos aminoécidos, as duplas ligacdes dos acidos graxos poliinsaturados e as bases de
DNA, impedindo a leséo e perda de integridade celular (BIANCHI; ANTUNES, 1999).

O processo metabolico oxidativo leva a producdo de energia indispensavel para o
metabolismo celular. No entanto, a oxidagdo nas células vivas também leva a producdo de
radicais livres (ADEGOKE et al., 1998; MCCORD, 1994).

As espécies reativas de oxigénio (ERO) podem causar inimeros distlrbios como a
peroxidacao dos lipideos de membrana e agressdo as proteinas dos tecidos e das membranas,
enzimas, carboidratos e acidos nucléicos. Estas espécies estdo envolvidas tanto no processo de
envelhecimento, como também em muitas complicacBes bioldgicas, incluindo inflamacao
crobnica, problemas respiratérios, doengas neurodegenerativas, Diabetes mellitus,
aterosclerose, doencas auto-imunes das glandulas enddcrinas, carcinogénese e mutagénese
(GYAMFI et al., 1999; AI-MAMARY et al., 2002; GULCIN et al, 2003
CHANWITHEESUK et al., 2005).

A presenca de metais em concentragOes elevadas podem causar estresse oxidativo
(KHAYATZADEH, 2010). Segundo Benassi (2004), os metais pesados possuem a
capacidade de produzir espécies reativas de oxigénio (EROs) e, quando essas espécies sao

formadas intracelularmente, elas podem induzir peroxidacdo lipidica, deplecdo de
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grupamentos tidis, alterar vias de transducéo de sinais, a homeostase do calcio e dano ao
DNA.

Na busca de prevenir a deterioracdo oxidativa de alimentos e restringir a utilizacdo dos
antioxidantes sintéticos, a identificacdo e purificacdo de novas substancias com atividade
antioxidante tem se intensificado na ultima década, principalmente os compostos derivados de
fontes naturais, que possuam acgdo isolados ou que venham a potencializar os outros
antioxidantes (SHAHIDI et al., 2007).

Produtos naturais sdo uma fonte promissora de agentes antioxidantes, uma vez que a
toxicidade do oxigénio atmosférico tem se mostrado com o principal desafio a sobrevivéncia
de organismos vivos (GOUVEA, 2004). Os compostos que possuem atividade antioxidante
incluem a classe de fendis, acidos fendlicos e seus derivados, flavonodides, taninos, tocoferois,
fosfolipidios, aminoacidos, acido fitico, acido ascorbico, pigmentos e esterois. Antioxidantes
fendlicos sdo antioxidantes primarios que agem como terminais para os radicais livres (XING;
WHITE, 1996).

Os flavonoides sdo conhecidos por neutralizarem as espécies reativas de oxigénio
(ROS), como os perdxidos lipidicos, os anions peroxido, os hidroperoxidos e os radicais
hidroxila, possuindo assim atividade citoprotetora sobre os sistemas vivos (MARTINEZ-
FLORES et al., 2002). Vale ressaltar que, os antioxidantes da dieta, tais como a vitamina E,
C, A, os flavonodides e carotendides exercem papel essencial nessa intercepcdo de radicais
livres. (BIANCHI; ANTUNES, 1999).
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Material Vegetal

Folhas de L. venustum foram coletadas por Maria Flaviana Bezerra Morais Braga em
maio de 2010 entre 9:30 e 10:30 horas da manha na encosta da Chapada do Araripe em uma
localidade chamada Grangeiro, no municipio do Crato, sul do Cear4, Brasil, a cerca de 700 m
de altitude entre as coordenadas geograficas 24M 0451385 UTM 9195214; 24M 0451927
UTM 9195554; . 24M 0452231 UTM 9194998 e 0452240 UTM 24M 9194784. Uma
exsicata do material coletado foi depositada no Herbario Dardano de Andrade-Lima
(HCDAL) da Universidade Regional do Cariri — URCA e identificada sob registro: (5569)
Figura 2.

Figura 2: Exsicata de Lygodium venustum depositada no
Herbério Caririense Dardano de Andrade-Lima (HCDAL)
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Fonte: Herbario Caririense Dardano de Andrade-Lima (HCDAL)
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4.1.1 Obtengdes de extrato etandlico e fragdes de L. venustum

Para preparacdo do extrato etandlico, foram coletadas folhas de L. venustum que foram
pesadas, aumentada sua superficie de contato e em seguida acondicionada em recipiente com
0 solvente em volume suficiente para submergir todo material vegetal, permanecendo assim
por 72h. Apds esse periodo, o eluente foi filtrado em papel filtro para separagdo dos residuos
solidos e concentrado em condensador rotativo a vacuo (BRASILEIRO et al., 2006). E para
obtencdo das fracdes, 6 g do extrato foi misturado a silicagel 60 (VETEC), sendo depois
colocados em um funil de Busting com papel de filtro acoplado a um kitassato e bomba a
vacuo para filtragdo. Solventes em escala crescente de polaridade foram vertidos sobre a
mistura um a um nesta ordem: diclorometano, acetato de etila e metanol para enfim se obter
as fracbes desejadas. Cada fracdo foi concentrada em evaporador rotativo e levadas a banho-
maria para retirada de todo o solvente. Foram obtidos os seguintes rendimentos: fracéo
diclorometano de L. venustum (FDLV): 0,39g e fracdo ecetato de etila de L. venustum
(FAELV): 0,52 g.

4.2 Microrganismos

Os microrganismos utilizados foram a Escherichia coli ATCC 25922 e a Candida

krusei 02, cedida pelo Laboratério de Micologia da Universidade Federal da Paraiba — UFPB.

4.3 Meios de cultura

Foram utilizados os seguintes meios de cultura: Agar Heart Infusion — HIA (Difco
Laboratories Itda) na concentracdo indicada pelo fabricante, Caldo Sabouraud Dextrose e o
Meio minimo M9 TRIS (SAMBROOK et al., 1989, modificado) Todos os meios de cultura
foram preparados de acordo com as especificaces do fabricante e esterilizados em autoclave

de vapor quente.

4.4 Inoculagdo dos microrganismos

Bactérias e fungos foram inoculados Agar Heart Infusion — HIA (Difco Laboratories

Ltda) e incubados a 35 °C, aproximadamente, durante 24 horas.
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4.5 Concentracdo Inibitéria Minima (CIM)

A Concentracdo Inibitéria Minima (CIM) foi realizada pelo método de microdiluicéo
em caldo. O indculo foi depositado em solucéo salina para formar uma suspensdo de 10°
UFC/mL, as concentracdes das amostras variaram de 512-8 pg/mL. Uma solucdo contendo
900 pL BHI a 10% e 100 pL do indculo foi colocada em cada um dos eppendorfs. Em
seguida foi distribuido 100 pL desta solugdo em cada cavidade da placa de microdiluicdo e
logo apds adicionou-se 100 pL do produto natural na primeira cavidade, sendo passado para
as demais, através de sucessivas diluicbes na proporcdo de 1:1, até a penultima cavidade. A
ultima cavidade foi reservada para controle. A placa foi colocada na estufa a 35°C, por um
periodo de 24 horas (NCCLS, 2003). .

Para evidenciar a CIM das amostras, foi preparada uma solucdo indicadora de
resazurina sodica (Sigma) em agua destilada estéril na concentracdo de 0,01% (p/v). Apos a
incubacdo, 20 pL da solugéo indicadora foram adicionadas em cada cavidade e as placas
passaram por um periodo de incubacdo de 1 hora em temperatura ambiente. A mudanca de
coloracdo azul para rosa devido a reducdo da resazurina indicou o crescimento bacteriano
(MANN; MARKHAN, 1998; PALOMINO et al., 2001), auxiliando a visualizacdo da CIM,
definida como a menor concentracdo capaz de inibir o crescimento microbiano, evidenciado
pela cor azul inalterada (NCCLS, 2003).

4.6 Avaliacdo do potencial citoprotetor em modelo microbiano contra cloreto de mercdrio

Para a avaliagdo do efeito protetor do extrato e das fragdes de L. venustum ao metal
pesado, foram preparados eppendorfs contendo concentracdes sub-inibitorias das amostras e
suspensdes de 10° UFC / ml de Escherichia coli ATTC 25922 em meio M9 Tris com 2% de
glicose e eppendorfs com 10° UFC / ml de Candida krusei 02 em meio Sabouraud a 10%.
Cada solucéo foi distribuida nas cavidades da placa de 96 po¢os. Logo em seguida 100uL de
cloreto de mercurio foi adicionado uma de concentracdo do cloreto de mercurio na primeira
cavidade seguindo com sucessivas microdiluicGes até a penultima cavidade. A concentragdo
do metal variou de 500 a 0,49uM. As placas de microdiluicdo foram incubadas por 48 h a
37°C, em estufa.

Em seguida, a concentracdo bactericida minima (CBM) e a Concentragdo Fungicida

Minima (CFM) foram determinadas como as menores concentragdes capazes de inibir o
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crescimento dos microrganismos. Foi utilizado placas de petri com HIA para transferéncia das
solugdes incubadas em placas de microdiluicado.

Uma alcada de cada poco da placa de microdiluicao foi subcultivada em placas de Agar
Heart Infusion — HIA. Apds 24 horas de incubagdo a 35 * 2°C, realizou-se leitura, com a
finalidade de observacdo do crescimento das colonias. As leituras das CBMs e CFM foram
realizadas com base no crescimento dos controles, sendo considerada CBM e CFM, as
menores concentragdes das amostras capazes de inibir crescimento visivel do subcultivo
(SHADOMY; ESPINELINGROFF; CARTWRIGHT, 1985).

4.7 Ensaio FRAP

Uma modificacdo no método de Benzie e Strain (1999) para o teste de FRAP foi
realizada para as analises das amostras. As solucdes estoque incluem um tampao acetato
300mM de pH 3,6 ( 3,1g de acetato de sddio tri-hidratado e adicionar 16ml de &cido acético
glacial e fazer um volume de 1L com &gua destilada), TPTZ (2,4,6 —tripyridyls- Traizina)
10mM em 40mM HCI e FeCl3.6H,O 20mM.

A solucéo de trabalho foi preparada misturando 25 ml de tampéo de acetato, 2,5 ml
TPTZ e 2,5 ml de FeCl3;.6H,O na proporcdo de 10:01:01 no momento da utilizacdo.. A
temperatura da solucdo foi elevada para 37° C antes de usar. As amostras (0,15 ml) foram
misturadas para reagir com 2,85 ml de solugdo de FRAP durante 30 minutos no escuro em
condi¢cdes ambiente. As amostras foram mensuradas em absorbancia (593nm). A curva
padrdo foi linear entre 125 e 1000 mM de FeSO,4. Os resultados foram expressos em mg

equivalentes de FeSO,4/g de amostras.

4.8 Fendis totais

A quantidade de fenois totais, realizada em triplicata, foi determinada adicionando-se
200 pL de cada amostra (800 a 100 pg/mL de agua) a 1 mL de reagente de Folin-Ciocalteau
(10% v/v) sendo agitada por 1 minuto. Em seguida acrescentou-se 800 pL de carbonato de
sodio 7,5%, sendo a amostra homogeneizada por 30 segundos. Apos 1 hora foi medida a
absorbancia em espectrofotdmetro com comprimento de onda de 765 nm. O branco foi
determinado com todos os reagentes, porém o extrato foi substituido por agua destilada. A

média das trés leituras foi usada para determinar os fendis totais, expressos como miligramas
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equivalentes de acido galico/ grama de extrato, interpolando este valor na curva de
calibracdo construida com os padrdes de &cido gélico.
A curva de calibracdo de acido galico foi determinada utilizando diferentes

concentracgoes desta substancia (300 a 5 ug/mL).

4.9 Flavondides

Foram preparadas solugdes do extrato e fragdes (800 a e 100 pg/mL) e utilizado 1 mL
destas adicionando-se 1 mL cloreto de aluminio (AICI3) com contracdo de 2% peso/volume.
No tubo que foi determinado como branco, o volume adicionado de cloreto de aluminio foi
substituido por agua destilada. Ap6s 30 minutos de incubacdo a temperatura ambiente, a
absorbancia foi medida no filtro de 415 nm. O teste foi feito em triplicata, resultando assim
na utilizacdo da média para determinacdo da quantidade de flavondides totais e expresso
como miligramas de quercetina equivalentes / grama de extrato.

A curva de calibracdo da quercetina foi determinada utilizando diferentes

concentragdes desta substancia (200 a 0,78 pg/mL) diluida em etanol 80%.

4.10 Atividade quelante de ferro

A metodologia utilizada foi de Benzie e Strain (1999) e Smith (1992) adaptada para o
ensaio. O principio baseia-se na formagéo do complexo O-fenantrolina-Fe** e a sua ruptura,
na presenca de agentes quelantes. A mistura de reacdo contendo 1 ml de 0,05% de O-
fenantrolina em 2 ml de metanol com cloreto férrico (200 uM) e 2 ml de vérias concentracdes
das amostras (125 a 1000 pg/ml) foi incubada a temperatura ambiente durante 10 minutos e a
absorbancia do mesmo foi medida a 510 nm. O contetdo de atividade de quelacdo foi
extrapolada a partir de uma curva padrdo, utilizando FeSO, (doses graduais 500 -
3000pg/ml) como um padrédo. A atividade quelante foi expressa em equivalentes g de FeSO,

por g de extrato. Os valores sdo apresentados como as médias de analises das triplicatas.
4.11 Analise estatistica
A analise estatistica foi realizada através do software v4.0 Prisma ™ (GraphPad ®

Software, San-Diego, Califérnia, EUA). Todos os ensaios quimicos foram realizadas em

triplicata e os dados foram expressos em média + desvio padrdo (SD). Analise One-way de



39

variancia (ANOVA) para comparacdo de médias, e inter diferencas significativas de mel
foram calculados de acordo com o teste de multipla gama HSD de Tukey. O valor médio para
a terminacdo da concentracdo inibitéria minima, no teste de atividade antimicrobiana, foi
calculada a partir das triplicatas. Modelos de regressao linear foram gerados para analisar 0s
resultados das atividades antioxidantes e quelante, e para a dosagem de fendis totais e
flavonoides. Através do coeficiente de correlacdo de Pearson (r), foi avaliada a correlacdo
entre resultados obtidos neste trabalho. Diferencas em p<0,05 foram considerados

estatisticamente significativos.



RESULTADOS E DISCUSSAO
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5.1 Artigo 1

Avaliagéo do Potencial Fitoprotetor de Lygodium venustum SW (LYGODIACEAE) Contra o
Efeito Toxico do Cloreto de Mercurio

Este artigo esta submetido para publicacdo no Journal of Environmental Health
Science and Engineering. JCR 1,23, Qualis B1 em biodiversidade. Os testes deste artigo que
tratam da atividade antioxidante, quelante de metal e citoprotetora da planta Lygodium

venustum SW.
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Resumo

O mercario € um metal muito perigoso quando em contato com o organismo do
homem, quer seja pela via aérea, cutanea ou por ingestdo. Os danos causados pelo metal séo
graves e em grande parte dos casos permanentes. Este trabalho teve como objetivo investigar
as possiveis interacBes entre extrato etanolico e fracbes de Lygodium venustum SW.
combinados ao cloreto de mercdrio frente a linhagem Escherichia coli ATCC 25922. Os
polifendis e flavonbides presentes no extrato e fragdes foram quantificados em mg
equivalentes de acido galico/g de amostra e mg equivalentes de quercetina/g de amostra,
respectivamente. O método de FRAP, in vitro, demonstrou a atividade antioxidante das
amostras. Foi avaliada a atividade antibacteriana dos produtos naturais, determinando a
Concentracdo Inibitéria Minima (CIM) pelo método da microdiluicdo e ensaios para verificar
a possivel acdo citoprotetora através da combinacao entre as amostras e o cloreto de mercdrio,
utilizando o extrato e as fragbes em uma concentracdo sub-inibitoria. Os resultados obtidos
neste trabalho indicam que o extrato etandlico e as fragdes de L. venustum sdo uma fonte
alternativa de produtos naturais com agéo citoprotetora, protecéo esta que esta correlacionada

com a atividade antioxidante e quelante, devido a presenca de fenois totais e flavondides.

Palavras — chave: Lygodium venustum, cloreto de mercurio, citoprote¢do, Antagonismo.
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Abstract

Mercury is a very dangerous metal when humans come in contact with it, whether through the
air or skin or by ingestion. The damage caused by the metal is serious and in most cases
permanent. The aim of this work was to investigate the possible effects of the ethanolic
extract and fractions of Lygodium venustum SW. on mercury chloride toxicity towards
Escherichia coli strain ATCC 25922. The polyphenols and flavonoids present in the extract
and fractions were quantified in mg equivalents gallic acid/g sample and mg equivalents
quercetin/g sample, respectively. The in vitro FRAP method demonstrated the antioxidant
activity of the samples. The antibacterial activity of the natural products was evaluated by
determining the minimum inhibitory concentration (MIC) using the microdilution method
and by assays to elucidate the possible cytoprotective action when combining the plant
samples and mercury chloride, utilizing the extract and fractions at a sub-inhibitory
concentration. The results obtained in this work indicate that the ethanolic extract and
fractions of L. venustum are an alternative source of natural products with cytoprotectve
action, where this protection is correlated with antioxidant and chelating activity, due to the

presence of total phenols and flavonoids.

Key words: Lygodium venustum, mercury chloride, cytoprotection, antagonism.
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Introducéo

Os metais pesados séo elementos quimicos naturalmente encontrados na natureza em
pequenas concentracdes, mas com a chegada da industrializacdo e urbanizacdo, as
concentracdes destes metais vém se elevando a niveis maiores do que 0s naturais,
ocasionando a contaminacdo dos ecossistemas aquaticos e terrestres e consequentemente se
torna um dos maiores problemas ambientais da atualidade [1]. Em baixas concentracdes,
alguns metais sdo essenciais para o crescimento de todos os tipos de organismos, desde
bactérias e plantas até o ser humano. Entretanto, como apresentam caracteristicas
biocumulativas no organismo, em altas concentracGes podem tornar-se toxicos por danificar
o0s sistemas biologicos [2].

Um exemplo de metal pesado é o cloreto de mercurio — (HgCl, ), bastante solivel em
solventes organicos e possui grande lipossolubilidade quando comparado com a forma
inorganica divalente (Hg*?) o que facilita a sua permeabilidade pelas membranas bioldgicas.
[3]. Pode ser perigoso se for inalado, € extremamente destrutivo para os tecidos das
membranas mucosas e do trato respiratorio superior. E toxico se absorvido através da pele,
causa queimaduras na pele e nos olhos, pode ser fatal se ingerido, atinge principalmente rim,
nervos e via gastrointestinal. No meio ambiente aquatico, o cloreto de mercirio € muito
toxico para o0s organismos, pode causar efeitos negativos a longo prazo, possui
bioacumulagdo muito elevada [4].

Neste contexto existem espécimes de plantas que possuem estratégias para gerir as
altas concentragdes de metais e metaloides na rizosfera podem ser divididos em dois grupos :
as plantas que utilizam mecanismos de exclusdo , limitando a absor¢do e/ou de transporte

para as partes aéreas, e para o desenvolvimento de mecanismos de imobilizagéo internos , ou
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compartimentalizacdo desintoxicacdo via producdo de compostos que promovem ligacdes
estaveis com metais e metaloides [5].

Alguns estudos foram realizados utilizando plantas para a fitorremediacdo de metais
pesados, conforme pode ser conferido em [6]. Pesquisas de Francesconi et al e Oliveira et al
[7,8] com a Pityrogramma calomelanos e Pteris vittat , entre outras plantas do cerrado séo
capazes de acumular arsénio quando presentes em solo.

L. venustum (Lygodiaceae) é uma samambaia com distribuicdo mundial e o habito
lianescente [9]. Esta espécie é usada como um bioindicador da degradacdo ambiental e na
medicina popular de populacdes da América do Sul [10].

O objetivo deste trabalho foi avaliar o potencial citoprotetor de Lygodium venustum
SW (extrato etandlico e fragdes) quanto a seu potencial antitdxico ao cloreto de mercurio

frente a E. coli 25923.

Métodos

Material Vegetal

Folhas de L. venustum foram coletadas por Maria Flaviana Bezerra Morais Braga em
maio de 2010 entre 9:30 e 10:30 horas da manha na encosta da Chapada do Araripe em uma
localidade chamada Grangeiro, no municipio do Crato, sul do Ceara, Brasil, a cerca de 700 m
de altitude entre as coordenadas geograficas 24M 0451385 UTM 9195214; 24M 0451927
UTM 9195554, . 24M 0452231 UTM 9194998 e 0452240 UTM 24M 9194784. Uma exsicata
do material coletado foi depositada no Herbario Dardano de Andrade-Lima (HCDAL) da

Universidade Regional do Cariri — URCA e identificada sob registro: (5569).
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Obtencdes do extrato etanolico e fracdes de L. venustum

Para preparacdo do extrato etandlico, foram coletadas folhas de L. venustum que foram
pesadas, aumentada sua superficie de contato e em seguida acondicionada em recipiente com
0 solvente em volume suficiente para submergir todo material vegetal, permanecendo assim
por 72h. Apoés esse periodo, o eluente foi filtrado em papel filtro para separacdo dos residuos
solidos e concentrado em condensador rotativo a vacuo [11]. E para obtencéo das fragdes, 6 g
do extrato foi misturado a silicagel 60 (VETEC), sendo depois colocados em um funil de
Busting com papel de filtro acoplado a um kitassato e bomba a vacuo para filtracdo. Solventes
em escala crescente de polaridade foram vertidos sobre a mistura um a um nesta ordem:
diclorometano, acetato de etila e metanol para enfim se obter as fracdes desejadas. Cada
fracdo foi concentrada em evaporador rotativo e levadas a banho-maria para retirada de todo o
solvente. Foram obtidos os seguintes rendimentos: fracdo diclorometano de L. venustum

(FDLV): 0,39 g e fracdo acetato de etila de L. venustum (FAELV): 0,52 g.

Ensaio FRAP

Uma modificacdo no método de Strain [13] para o teste de FRAP foi realizada para as
analises das amostras. As solugdes estoque incluem um tampéo acetato 300mM de pH 3,6 (
3,1g de acetato de sddio tri-hidratado e adicionar 16ml de &cido acético glacial e fazer um
volume de 1L com agua destilada), TPTZ (2,4,6 —tripyridyls- Traizina) 10mM em 40mM HCI
e FeCl3.6H,O 20mM.

A solucdo de trabalho foi preparada misturando 25 ml de tampéo de acetato, 2,5 ml
TPTZ e 2,5 ml de FeCl3;.6H,O na proporcdo de 10:01:01 no momento da utilizacdo.. A

temperatura da solucdo foi elevada para 37° C antes de usar. As amostras (0,15 ml) foram
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misturadas para reagir com 2,85 ml de solucdo de FRAP durante 30 minutos no escuro em
condicdes ambiente. As amostras foram mensuradas em absorbancia (593nm). A curva
padrdo foi linear entre 125 e 1000 mM de FeSO,. Os resultados foram expressos em mg

equivalentes de FeSO,4/g de amostras[14].

Atividade quelante de ferro

A metodologia utilizada foi de Benzie et al., e Strain et al [ 12,13] adaptada para o
ensaio. O principio baseia-se na formag&o do complexo e a sua O-fenantrolina-Fe®* e a sua
ruptura, na presenca de agentes quelantes. A mistura de reacdo contendo 1 ml de 0,05% de O-
fenantrolina em 2 ml de metanol com cloreto férrico (200 puM) e 2 ml de véarias concentragdes
das amostras (125 a 1000 pg/ml) foi incubada a temperatura ambiente durante 10 minutos e a
absorbancia do mesmo foi medida a 510 nm. O contetdo de atividade de quelacdo foi
extrapolada a partir de uma curva padrdo, utilizando FeSO, (doses graduais 500 -
3000pg/ml) como um padréo. A atividade quelante foi expressa em equivalentes g de FeSO,

por g de extrato. Os valores sdo apresentados como as médias de analises das triplicatas.

Fenois totais

A quantidade de fenois totais, realizada em triplicata, foi determinada adicionando-se
200 pL de cada amostra (800 a 100 pg/mL de agua) a 1 mL de reagente de Folin-Ciocalteau
(10% v/v) sendo agitada por 1 minuto. Em seguida acrescentou-se 800 puL de carbonato de
sodio 7,5%, sendo a amostra homogeneizada por 30 segundos. Ap6s 1 hora foi medida a
absorbancia em espectrofotdmetro com comprimento de onda de 765 nm. O branco foi

determinado com todos os reagentes, porém o extrato foi substituido por agua destilada. A
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média das trés leituras foi usada para determinar os fendis totais, expressos como miligramas
equivalentes de &cido galico/ grama de extrato, interpolando este valor na curva de
calibracdo construida com os padrdes de acido gélico.

A curva de calibracdo de acido galico foi determinada utilizando diferentes

concentracoes desta substancia (300 a 5 ug/mL).

Flavonoides

Foram preparadas solugdes do extrato e fragdes (800 a e 100 pg/mL) e utilizado 1 mL
destas adicionando-se 1 mL cloreto de aluminio (AICI3) com contracdo de 2% peso/volume.
No tubo que foi determinado como branco, o volume adicionado de cloreto de aluminio foi
substituido por agua destilada. Ap6s 30 minutos de incubacdo a temperatura ambiente, a
absorbancia foi medida no filtro de 415 nm. O teste foi feito em triplicata, resultando assim
na utilizacdo da média para determinacdo da quantidade de flavondides totais e expresso
como miligramas de quercetina equivalentes / grama de extrato.

A curva de calibracdo da quercetina foi determinada utilizando diferentes

concentragoes desta substancia (200 a 0.78 pg/mL) diluida em etanol 80%.

Meios de cultura

Foram utilizados os seguintes meios de cultura: Agar Heart Infusion — HIA (Difco
Laboratories Itda) na concentragdo indicada pelo fabricante, e Meio minimo M9 TRIS
(SAMBROOK et al., 1989, modificado) Todos os meios de cultura foram preparados de
acordo com as especificagdes do fabricante e esterilizados em autoclave de vapor quente.

Material bacteriano
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A bactéria utilizada foi Escherichia coli ATCC 25922, cedida pelo Laboratério de
Micologia da Universidade Federal da Paraiba — UFPB, que foi inoculada Agar Heart
Infusion — HIA (Difco Laboratories Ltda) e incubada a 35 °C por 24 horas.

Atividade antibacteriana (CIM) e avaliagdo do potencial citoprotetor em modelo

bacteriano contra cloreto de mercurio

A concentracdo inibitoria minima (CIM) das amostras foi determinada pelo ensaio de
microdiluicdo de acordo com [15], com modificac¢des, usando suspensdes de Escherichia coli
ATCC 25923 a 10° UFC / ml em solucéo salina a 0,85% e os produtos naturais a uma
concentracdo 512 a 8ug / ml. As CIMs foram definidas como as menores concentracfes
capazes de inibir o crescimento bacteriano. O efeito protetor do extrato e fragdes contra o
cloreto foi avaliada utilizando concentragdes subinibitérias dos mesmos, suspensdes
bacterianas de 10° UFC / mL em meio M9 Tris com 2% de glucose e diluicées de cloreto de
mercurio (500 a 0,49uM ). As placas de microdiluicdo foram incubadas durante 24 h a 37°C
[16]. A concentracdo bactericida minima (CBM) foi determinada como a mais baixa
concentracdo capaz de inibir o crescimento dos microrganismos, utilizando placas de petri
com Agar Heart Infusion (HIA) para a transferéncia de solucdes incubadas em placas de

microdiluigdo. Cada ensaio foi realizado em triplicata.

Analise estatistica

A andlise estatistica foi realizada através do software v4.0 Prisma ™ (GraphPad ®
Software, San-Diego, Califérnia, EUA). Todos o0s ensaios quimicos foram realizadas em
triplicata e os dados foram expressos em média + desvio padrdo (SD). Andlise One-way de
variancia (ANOVA) para comparagdo de medias, e inter diferencas significativas de mel
foram calculados de acordo com o teste de maltipla gama HSD de Tukey. O valor médio para
a terminacdo da concentracdo inibitéria minima, no teste de atividade antimicrobiana, foi

calculada a partir das triplicatas. Modelos de regressdo linear foram gerados para analisar
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os resultados das atividades antioxidantes e quelante, e para a dosagem de fenois totais e
flavonoides. Através do coeficiente de correlacdo de Pearson (r), foi avaliada a correlacdo
entre resultados obtidos neste trabalho. Diferencas em p< 0,05 foram considerados

estatisticamente significativos.

Resultados e discussao

O contetido fendlico total e de flavondides do extrato etandlico de L. venustum e de

suas fracdes estdo representadas na Tabela 1. Sendo a concentracdo mais representativa a da

fracdo FAELV para ambos os compostos que sdo metabolitos secundarios de origem vegetais

reconhecidos pelo seu potencial antioxidante [14].

Tabela 1: O teor de fendis totais e flavonoides do extrato e fracdes de Lygodium venustum.

Conteldo de fendis totais Conteudo de flavonoides

N° Amostra (mg equivalentes de acido (mg equivalentes de quercetina/

galico/ g de amostra) (£ SEM) g de amostra) (+ SEM)

1. EELV 37,10 + 0,08 16,29 + 0,02
2. FDLV 17,77 + 0,07 10,80 + 0,09
3. FAELV 68,43 + 0,04 40,20 £ 0,04

EELV-Extrato Etanolico de Lygodium venustu, FDLV- Fracdo Diclorometano de Lygodium
venustum, Fracdo de Acetato de Etila de Lygodium venustum * Todos os valores sé&o

expressos como média + SEM de trés determinaces.
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Através de prospeccdo fitoquimica realizada em estudo anterior por Morais-Braga et
al [17], o extrato etandlico de L. venustum apresentou na sua composicdo a presenca de
diversos metabolitos secundarios, tais como fenois, Taninos Flobabénicos, flavonas,
flavonois, xantonas, chalconas, flavonoides, alcaloides, que possuem as mais diversas
atividades bioldgicas. A identificacdo e quantificacdo de compostos fendlicos do EELV e de
suas respectivas fracdes foram realizadas por Morais-Braga [18] em ensaio utilizando o
método analitico de cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE), o qual registrou a
presenca de diversos compostos, dentre eles o acido gélico, acido clorogénico, acido caféico,
rutina, quercetina e kaempferol, demonstrando portanto, que os produtos naturais em analise
contém flavonoides do grupo dos flavondis e compostos fendlicos acidos, derivados dos
acidos: benzoico, fenilacrilico e cindmico. Os acidos clorogénico e caféico, bem como o
flavonoide quercetina tiveram sua presenca registrada tanto no extrato quanto nas fraces. A
rutina, entretanto, ndo foi encontrada na fracdo diclorometano. O kaempferol também néo
constava no extrato etandlico desta espécie. Na andlise destes dados, os autores concluiram
que a quercetina, flavondide encontrado em maior quantidade em L. venustum, apresentou
maior afinidade com o solvente acetato de etila [19] e que a fracdo oriunda deste foi, entre
todos os produtos naturais testados, a que mais se destacou em conteudo fendlico. A
ocorréncia esta de acordo com que foi o preconizado por [20], ao afirmar que flavonoides sdo
preferencialmente extraidos pelo solvente acetato de etila.

A capacidade de reducdo de um composto pode servir como um indicador
significativo da sua potencial atividade antioxidante [14]. A Tabela 2 descreve os valores do
FRAP para o extrato etanolico Lygodium venustum e suas respectivas fracdes demonstrando a

capacidade redutora em mg de FeSO, por g de amostra.
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Tabela 2: FRAP ensaio do extrato etanolico e fragdes de Lygodium venustum.

Atividade redutora (mg

N° Amostra equivalentes de FeSO,/g
de amostras) (+x SEM)
1. EELV 37,1+0,04
2. FDLV 17,77 £ 0,02
3. FAELV 68,43 £ 0,03

EELV-Extrato Etandlico de Lygodium venustu, FDLV- Fracdo Diclorometano de Lygodium
venustum, Fracdo de Acetato de Etila de Lygodium venustum * Todos os valores sé&o

expressos como media + SEM de trés determinac6es

Resultados obtidos neste estudo para a atividade antioxidante, demonstram que a
FAELV apresentou o melhor resultado, apresentando uma equivaléncia de 68.43mg
equivalentes de FeSO,4 por grama de extrato, destacando-se na capacidade de reduzir Fe*® a Fe
*2, fato este que pode ser justificado pela retencdo de compostos fenélicos e flavonoides pela
fragcdo de acetato de etila que podem contribuir diretamente para a atividade antioxidante [21].
Resultados estes que vao de acordo com os obtidos por Morais-Braga et al., (21), que indicou
atividade antioxidante do extrato etandlico e fragfes de Lygodium venustum pelo método
fotocolorimétrico do 2,2-difenil,1- picrihidrazila (DPPH).

O ferro é essencial para a vida,uma vez que é necessario para o transporte de oxigénio,
a respiracao e a atividade de muitas enzimas. No entanto, € um metal extremamente reativo e
catalisa alteracOes oxidativas em lipidios, proteinas e outros componentes celulares [13].

A tabela 3 demonstra a capacidade quelante do EELV e suas respectivas fragdes. Com
base nos dados obtidos a partir do presente estudo é possivel evidenciar que os produtos
naturais demonstram uma significativa atividade quelante por reduzir o Fe*® em Fe*.

Segundo Duh, Tu e Yen [22] esta atividade pode ser devido a presenca de polifendis que evita
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danos celulares causados por radicais livres atraves da reducao dos ions de metais de transicdo

[22].

Tabela 3: Atividade quelante de ferro do extrato etandlico e fraces de Lygodium venustum.

Atividade quelante (mg
N° Amostras equivalentes de FeSQOu/g

de amostras) (+x SEM)

1. EELV 42,64 + 4,08
2. FDLV 23,65 + 1,40
3. FAELV 59,24 + 1,45

EELV-Extrato Etanolico de Lygodium venustu, FDLV- Fracdo Diclorometano de Lygodium
venustum, Fracdo de Acetato de Etila de Lygodium venustum * Todos os valores sdo

expressos como media + SEM de trés determinacfes

As ConcentracBes Inibitérias Minimas (CIMs) das amostras, testadas frente a
linhagem ATCC E. coli 25922 comparativamente apresentaram o mesmo resultado revelando
CIM >1024pg/mL, ndo demonstrando atividade clinica relevante de acordo com os limites
estabelecidos pelo protocolo [23]. Um ensaio piloto utilizando apenas o DMSO foi realizado,
mas nenhuma atividade antibacteriana ou moduladora foi verificada, indicando ndo apresentar
toxicidade para as cepas ensaiadas.

A figura 1 representa os resultados da avaliacdo da atividade moduladora da toxidade
do cloreto de mercurio quanto a combinacdo com o EELV e suas respectivas fracoes. Os
resultados demonstraram que as combinacdes das amostras com o cloreto de mercurio,
apresentaram um efeito antagdnico frente a linhagem de E. coli 25922 com significancia

p<0.001.
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Figura 1: Grafico demonstrativo da atividade moduladora da toxidade do cloreto de mercdrio
frente a E. coli 25922 na presenca e na auséncia do extrato etanolico de Lygodium venustum e

suas fracoes.

Extrato Etandlico de L. venustum
+ Cloreto de Mercurio

Fragédo de Acetato de Etila de L.
venustum + Cloreto de Mercdtrio

Fragdo Diclorometano de L. venustum +
Cloreto de Merciirio

71 Controle - HgCl

*#:+yalor estatisticamente
significativo P<0.001

Valor CBM (M)

ns valor estatisticamente
néo significativo P>0.05

CBM- Concentracao Bactericida Minima

A forma quimica e a via de exposic¢do do mercurio afeta a distribuicdo em tecidos e a
sua toxicidade, os principais alvos a exposicdo ao cloreto de mercurio sdo: os rins, o figado,
0 sangue, o epitélio intestinal e os pulmdes [24], enquanto que o figado, o sistema nervoso, e
o0 epitélio intestinal, os rins e musculos sdo alvos comuns do mercurio organico [25]. Ao
entrar nas células, o mercuario pode interagir com varias biomoléculas, como a glutationa e
proteinas grupos sulfidrilicos presentes em antioxidantes, no reparo do DNA e com as
proteinas da homeostase, alterando a sua atividade fisiolégica normal [24].

A combinacgdo das amostras com o cloreto de mercurio pode ser uma alternativa para
minimizar os efeitos indesejaveis deste metal, uma vez que a associacdo acarreta em um efeito
antagbnico aumentando significativamente a CBM do cloreto de mercdrio, assim aumentando

a dose necessaria para que haja toxidade a célula.
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A tabela 4 demonstra os dados da correlacdo entre os resultados obtidos neste trabalho,
através do coeficiente de correlacdo de Pearson (r). Analisando os resultados foi possivel
inferir que a atividade CBM estar relacionada com a atividade antioxidante e quelante, devido
a presenca dos fenais totais e flavonoides.

Tabela 4. Correlacdo entre os dados analisados neste trabalho

CBM AA AQ Flavonoides Fendis

CBM 0,997 0,993 0,965 0,997

AA 0,997 0,999 0,944 0,990

AQ 0,993 0,999 0,928 0,982

Flavonoides 0,965 0,944 0,928 0,982
Fendis 0,997 0,990 0,982 0,982

CBM- Concentracdo Bactericida Minima, AA- Atividade Antibacteriana, AQ- Atividade

Quelante.

Concluséao

Os resultados obtidos neste trabalho indicam que o extrato etandlico e as fracdes de
Lygodium venustum sdo uma fonte de produtos naturais com agao citoprotetora. Os resultados
demonstraram que as combinagdes das amostras com o cloreto de mercurio, apresentaram um
efeito antagbnico frente a linhagem de E. coli 25922, antagonismo este que esta
correlacionado atividade antioxidante e quelante, devido a presenca de fenois totais e

flavonoides.
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5.2 Artigo 2

Avaliacdo do Potencial Citoprotetor Contra o Efeito Toxico do Cloreto de Mercurio e
Antioxidante de Lygodium venustum SW (LYGODIACEAE).

Este artigo esta submetido para publicacdo no Jundishapur Journal of Microbiology.
JCR : 0,383, Qualis B2 em biodiversidade. Os testes deste artigo que tratam da atividade
antioxidante e citoprotetora da planta Lygodium venustum SW, sdo parte inerentes da
dissertagdo sendo assim eles sdo os que compdem o projeto original.
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RESUMO

Introducdo: O mercdrio € um metal com elevado potencial tdxico por sua capacidade de
bioacumulacdo nos organismos e biomagnificacdo na cadeia tréfica. No organismo, o
mercurio é altamente reativo, podendo induzir modificacdes estruturais e funcionais no
organismo.

Objetivos: Este trabalho teve como objetivo investigar as possiveis interacdes entre extrato
etanolico e fragdes de Lygodium venustum SW. combinados ao cloreto de mercurio frente a
linhagem Candida krusei 02.

Materiais e Métodos: Os polifendis e flavondides presentes no extrato e fraces foram
quantificados em mg equivalentes de &cido galico/ g de amostra e mg equivalentes de
quercetina/ g de amostra, respectivamente. O método de FRAP, in vitro, demonstrou a
atividade antioxidante das amostras. Foi avaliada a atividade antifungica dos produtos
naturais, determinando a Concentracdo Inibitéria Minima (CIM) pelo método da
microdiluicdo e ensaios para verificar a possivel acdo citoprotetora através da combinacédo
entre as amostras e o cloreto de mercdrio, utilizando o extrato e as frages em uma
concentracdo sub-inibitoria.

Resultados e Conclusédo: Os resultados obtidos neste trabalho indicam que o extrato
etandlico e as fragdes de L. venustum sdo uma fonte alternativa de produtos naturais com acao
antioxidante, no entanto, ndo foi capaz de reverter a citotoxicidade desencadeada pelo cloreto

de mercdrio.

Palavras — chave: Lygodium venustum, cloreto de mercurio, Atividade antioxidante.
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Abstract

Background: Mercury it is a metal with high potential toxic per its bioaccumulation potential
in the organism and biomagnifications in the trophic chain. In the organism, the mercury it is
highly reactive, can induce structural modifications and functional in the organism.
Objectives: This work has aimed investigate possible between ethanolic extract and fractions
of Lygodium venustum SW. combined with mercuric chloride in the lineage Candida krusei
02.

Materials and Methods: The polyphenols and flavonoids present in the extract and fractions
were quantified in mg Gallic acid equivalent/ Sample g and quercetin equivalents / Sample g
respectively. Method of FRAP in vitro, demonstrated the antioxidant activity in the samples.
Also was evaluated antifungal activity of natural products, minimal inhibitory concentration
(MIC) was determined using microdilution and check to essay a possible cytoprotective
action through the combination between samples and mercuric chloride, using extract and
fractions in a subinhibitory concentration.

Results and Conclusions:The results obtained in this work indicated that ethanolic extract
and fractions of L. venustum are an alternative source of natural products with antioxidant

action, however, was not able reverse cytotoxicity triggered per mercury chloride.

Keywords: Lygodium venustum; Mercury chloride; Antioxidant activity; Cytoprotection.

1. Introducéo
O cloreto de mercdrio — (HgCl, ), bastante solivel em solventes organicos e possui
grande lipossolubilidade quando comparado com a forma inorgénica divalente (Hg*?) o que

facilita a sua permeabilidade pelas membranas bioldgicas (1).  Depois de sua oxidacdo no
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organismo e por causa de sua grande afinidade pelos grupos sulfidrilas das proteinas e em
menor grau, por grupos fosforilas, carboxilicos, aminas e amidas. Nas células, o mercurio é
um potente desnaturador de proteinas e inibidor de aminoacidos, interferindo nas fungdes
metabdlicas celulares. Ele causa também sérios danos & membrana celular ao interferir em
suas fungdes e no transporte através da membrana, especialmente nos neurotransmissores
cerebrais (2).

Por outro lado, estudos citogenéticos ja realizados em pessoas contaminadas por Hg,
em niveis considerados tolerdveis pela Organizacdo Mundial de Satde (OMS), revelaram
aumento significativo de quebras cromatidicas, com a possivel interferéncia nos mecanismo s
de reparo do DNA. Este efeito pode resultar em quebras cromossémicas e em morte celular, o
que justificaria o quadro progressivo de deterioracdo mental nos individuos mais altamente
contaminados. Os efeitos sobre a salde humana, relacionados com a bioacumulacédo, a
transformacdo e o transporte mundial do mercurio inorganico, se devem quase
exclusivamente & conversdo dos compostos de mercirio em metilmercario (2).

Neste contexto existem espécimes de plantas que possuem estratégias para gerir as
altas concentragdes de metais e metaloides na rizosfera podem ser divididos em dois grupos :
as plantas que utilizam mecanismos de excluséo , limitando a absorcdo e / ou de transporte
paraas partes aéreas, e além de desenvolver mecanismos de imobilizacdo internos , ou
compartimentalizacdo desintoxicacdo via producdo de compostos que promovem ligacdes
estaveis com metais e metaloides (3)

Pteridofitas constituem um grupo de vegetais com uma grande riqueza de espécies e
este fato tem contribuido para que o homem se utilize, de variadas maneiras, de seus
potenciais quer sejam econdmicos, alimenticios ou medicinais. (4). No grupo das plantas
vasculares, a samambaia lianescente Lygodium venustum, tém sido tradicionalmente utilizada

como um fitoterapico. Algumas atividades farmacoldgicas foram realizadas, atividade
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antibacteriana (5,6) e ainda antifungica, moduladora da acdo de drogas (6-8). Seu efeito no
tratamento de desordens gastrointestinais (9), ja foram investigado,. atividades antidiarréica
(10), antiperistaltica, (9), tricomonicida (11), antioxidante, leishmanicida, tripanocida (8).
Suas partes aéreas sdo utilizadas sob a forma de cha ou topica, no tratamento de infeccdes e

dermatoses (11).

2. Objetivos

O objetivo deste trabalho foi avaliar o potencial citoprotetor, as dosagem de fenois
totais e flavonoides além de avaliar a atividade antioxidante de Lygodium venustum SW
(extrato etandlico e fracdes) quanto a seu potencial antitdéxico ao cloreto de mercurio frente a

Candida krusei 02.

3. Matérias e Métodos

3.1 Material Vegetal

Folhas de L. venustum foram coletadas por Maria Flaviana Bezerra Morais Braga em
maio de 2010 entre 9:30 e 10:30 horas da manha na encosta da Chapada do Araripe em uma
localidade chamada Grangeiro, no municipio do Crato, sul do Ceard, Brasil, a cerca de 700 m
de altitude entre as coordenadas geograficas 24M 0451385 UTM 9195214; 24M 0451927
UTM 9195554; . 24M 0452231 UTM 9194998 e 0452240 UTM 24M 9194784. . Uma
exsicata do material coletado foi depositada no Herbario Dardano de Andrade-Lima

(HCDAL) da Universidade Regional do Cariri — URCA e identificada sob registro: (5569).

3.1 Obtencédo do extrato etandlico (EELV) e fragdes de diclorometano, acetato de etila (DFLV

e EAFLV) de L. venustum.
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Para preparacdo do extrato etandlico, foram coletadas folhas de L. venustum que foram
pesadas, aumentada sua superficie de contato e em seguida acondicionada em recipiente com
0 solvente em volume suficiente para submergir todo material vegetal, permanecendo assim
por 72h. Apoés esse periodo, o eluente foi filtrado em papel filtro para separacdo dos residuos
solidos e concentrado em condensador rotativo a vacuo (12). E para obtencéo das fragdes, 6 g
do extrato foi misturado a silicagel 60 (VETEC), sendo depois colocados em um funil de
Busting com papel de filtro acoplado a um kitassato e bomba a vacuo para filtracdo. Solventes
em escala crescente de polaridade foram vertidos sobre a mistura um a um nesta ordem:
diclorometano, acetato de etila e metanol para enfim se obter as fracdes desejadas. Cada
fracdo foi concentrada em evaporador rotativo e levadas a banho-maria para retirada de todo o
solvente. Foram obtidos os seguintes rendimentos: fracdo diclorometano de L. venustum

(FDLV): 0,39 g; fracdo acetato de etila de L. venustum (FAELV).

3.3 Ensaio FRAP

Uma modificacdo no método de Strain (13) para o teste de FRAP foi realizada para as
analises das amostras. As solugdes estoque incluem um tampéo acetato 300mM de pH 3,6 (
3,19 de acetato de sddio tri-hidratado e adicionar 16ml de &cido acético glacial e fazer um
volume de 1L com agua destilada), TPTZ (2,4,6 —tripyridyls- Traizina) 10mM em 40mM HCI
e FeCl3.6H,O 20mM.

A solucdo de trabalho foi preparada misturando 25 ml de tampéo de acetato, 2,5 ml
TPTZ e 2,5 ml de FeCl3;.6H,O na propor¢cdo de 10:01:01 no momento da utilizagdo.. A
temperatura da solucdo foi elevada para 37° C antes de usar. As amostras (0,15 ml) foram
misturadas para reagir com 2,85 ml de solugdo de FRAP durante 30 minutos no escuro em

condi¢cbes ambiente. As amostras foram mensuradas em absorbancia (593nm). A curva
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padrdo foi linear entre 125 e 1000 mM de FeSO,. Os resultados foram expressos em mg

equivalentes de FeSO,4/g de amostras (14).

3.4 Estimacdo de Fenois totais

A quantidade de fendis totais, realizada em triplicata, foi determinada adicionando-se
200 pL de cada amostra (800 a 100 pg/mL de agua) a 1 mL de reagente de Folin-Ciocalteau
(10% v/v) sendo agitada por 1 minuto. Em seguida acrescentou-se 800 uL de carbonato de
sodio 7,5%, sendo a amostra homogeneizada por 30 segundos. Apds 1 hora foi medida a
absorbancia em espectrofotdmetro com comprimento de onda de 765 nm. O branco foi
determinado com todos os reagentes, porém o extrato foi substituido por agua destilada. A
média das trés leituras foi usada para determinar os fendis totais, expressos como miligramas
equivalentes de &cido galico/ grama de amostra, interpolando este valor na curva de
calibracdo construida com os padrdes de acido gélico.

A curva de calibragdo de &cido gélico foi determinada utilizando diferentes

concentragoes desta substancia (300 a 5 pg/mL).

3.5 Estimacéo de Flavonoides

Foram preparadas solugdes do extrato e fragdes (800 a e 100 pg/mL) e utilizado 1 mL
destas adicionando-se 1 mL cloreto de aluminio (AICl3) com contracdo de 2% peso/volume.
No tubo que foi determinado como branco, o volume adicionado de cloreto de aluminio foi
substituido por agua destilada. Ap6s 30 minutos de incubagdo a temperatura ambiente, a
absorbancia foi medida no filtro de 415 nm. O teste foi feito em triplicata, resultando assim
na utilizacdo da média para determinacdo da quantidade de flavonoides totais e expresso

como miligramas de quercetina equivalentes / grama de extrato.
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A curva de calibracdo da quercetina foi determinada utilizando diferentes

concentragdes desta substancia (200 a 0.78 pg/mL) diluida em etanol 80%.

3.6 Meios de cultura

Foram utilizados os seguintes meios de cultura: Agar Heart Infusion — HIA (Difco
Laboratories ltda) na concentracdo indicada pelo fabricante, e meio Agar Sabouraud. Todos
0s meios de cultura foram preparados de acordo com as especificacbes do fabricante e

esterilizados em autoclave de vapor quente.

3.7 Material fungico
O fungo utilizado foi Candida krusei 02 (CK LMBM 02), cedido pelo Laboratério de
Micologia da Universidade Federal da Paraiba — UFPB. O fungo foi inoculado em Agar Heart

Infusion — HIA (Difco Laboratories Ltda) e incubado a 35 °C por 24 horas.

3.9 Atividade antibacteriana (CIM) e avaliacdo do potencial citoprotetor em modelo fingico
contra cloreto de mercario

A concentracdo inibitéria minima (CIM) das amostras foi determinada pelo ensaio de
microdiluicdo de acordo com (15.16), com modificacdes, usando suspensdes de Candida
krusei 02 a 10° UFC / ml em solucdo salina a 0,85% e os produtos naturais a uma
concentragdo 512 a 8ug / ml. As CIMs foram definidas como as menores concentragoes
capazes de inibir o crescimento bacteriano. O efeito protetor do extrato e fragdes contra o
cloreto foi avaliada utilizando concentragcbes subinibitorias dos mesmos, suspensoes
bacterianas de 10° UFC / mL em meio Caldo Sabouraud Dextrose a 10% e diluicdes de
cloreto de mercurio (500 a 0,49uM ). As placas de microdilui¢do foram incubadas durante 24

h a 37°C (16). A concentragdo bactericida minima (CBM) foi determinada como a mais baixa
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concentracdo capaz de inibir o crescimento dos microrganismos, utilizando placas de petri
com Agar Heart Infusion (HIA) para a transferéncia de solugbes incubadas em placas de

microdiluicdo (17).. Cada ensaio foi realizado em triplicata.

3.9 Anélise estatistica

A analise estatistica foi realizada através do software v4.0 Prisma ™ (GraphPad ®
Software, San-Diego, Califérnia, EUA). Todos os ensaios quimicos foram realizadas em
triplicata e os dados foram expressos em média = desvio padrdo (SD). Anéalise One-way de
variancia (ANOVA) para comparacdo de médias, e inter diferencas significativas de mel
foram calculados de acordo com o teste de multipla gama HSD de Tukey. O valor médio para
a terminacdo da concentracdo inibitéria minima, no teste de atividade antimicrobiana, foi
calculada a partir das triplicatas. Modelos de regressao linear foram gerados para analisar 0s
resultados das atividades antioxidantes e quelante, e para a dosagem de fendis totais e
flavonoides. Através do coeficiente de correlagcdo de Pearson (r), foi avaliada a correlacdo
entre resultados obtidos neste trabalho. Diferencas em p<0,05 foram considerados

estatisticamente significativos.

4. Resultados e discussao

O conteudo fenolico total e de flavonoides do extrato etandlico de L. venustum e de
suas fracBes estdo representadas na Tabela 1. Sendo a concentracdo mais representativa a da
fracdo FAELV para ambos os compostos que sdo metabolitos secundarios de origem vegetais
reconhecidos pelo seu potencial antioxidante (14).

Tabela 1: O teor de fenois totais e flavonoides do extrato e fragdes de Lygodium venustum.
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Conteudo de fendis totais ~ Contetdo de flavonoides
N° Amostras  (mg equivalentes de acido (mg equivalentes de

galico/ g de amostra) (£  quercetina/ g de amostra)

SEM) (+ SEM)
1. EELV 37,10 £ 0.08 16,29 + 0.02
2. FDLV 17,77 £0.07 10,80 + 0.09
3. FAELV 68,43 + 0.04 40,20 + 0.04

EELV-Extrato Etanolico de Lygodium venustu, FDLV- Fracdo Diclorometano de Lygodium
venustum, FAELV- Fracdo de Acetato de Etila de Lygodium venustum. * Todos os valores sdo

expressos como média + SEM de trés determinacdes.

Em analise fitoquimica realizada em estudos anteriores foi constatado que L. venustum
apresenta em sua composicao constituintes quimicos da classe dos flavonoides, taninos e
alcaloides, entre outros (6). A realizacdo de um screening por compostos fenodlicos e
flavonoides (4) revelou a presenca de acidos fenolicos como os acidos galico (0,17%),
clorogénico (0,51%) e cafeico (0,29%) e dos flavondides rutina (0,32%) e quercetina (0,60%)
e dessa forma, evidenciou-se que 0s constituintes majoritarios da samambaia sdo, portanto, a
quercetina e o0 acido clorogénico.

A capacidade de reducdo de um composto pode servir como um indicador
significativo da sua potencial atividade antioxidante (14). A Tabela 2 descreve os valores do
FRAP para o extrato etandlico Lygodium venustum e suas respectivas fracdes demonstrando a
capacidade redutora em mg por g de FeSO,4. Resultados obtidos neste estudo para a atividade
antioxidante, demonstram que a FAELV apresentou o melhor resultado, apresentando uma
equivaléncia de 68,43mg de FeSO, por grama de amostra, destacando-se na capacidade de

reduzir Fe*® a Fe *2, fato este que pode ser justificado pela retencdo de compostos fendlicos e
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flavonoides pela fracdo de acetato de etila que podem contribuir diretamente para a atividade
antioxidante (4). Resultados estes que vao de acordo com os obtidos por Morais-Braga et al.,
(4), que indicou atividade antioxidante do extrato etanolico e fracGes de Lygodium venustum

pelo método fotocolorimétrico do 2,2-difenil,1- picrihidrazila (DPPH).

Tabela 2: FRAP ensaio do extrato etandlico e fracdes de Lygodium venustum.

Atividade redutora (mg
N° Amostras equivalentes de FeSO./g

de amostras) (x SEM)

1. EELV 1.13+0.04
2. FDLV 0.66 +0.02
3. FAELV 1.59+0.03

EELV-Extrato Etanolico de Lygodium venustu, FDLV- Fracdo Diclorometano de Lygodium
venustum, FAELV- Fracdo de Acetato de Etila de Lygodium venustum. * Todos os valores sdo

expressos como meédia + SEM de trés determinacdes.

As ConcentracBes Inibitérias Minimas (CIMs) das amostras, testadas frente a
linhagem Candida krusei 02 comparativamente apresentaram o mesmo resultado revelando
CIM >1024pg/mL, ndo demonstrando atividade clinica relevante de acordo com os limites
estabelecidos pelo protocolo (19). Um ensaio piloto utilizando apenas o DMSO foi realizado,
mas nenhuma atividade antibacteriana ou moduladora foi verificada, indicando ndo apresentar
toxicidade para as cepas ensaiadas. Resultados estes que corroboram com os de Morais-

Braga et al., (7) que avaliou ainda a atividade moduladora frente a fungos do género candida
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demonstrando que nenhuma alteracdo do CIM foi verificada quando as fracGes foram
associadas aos antifingicos.

Em outros estudos a atividade antibacteriana dos extratos metandlico e aquoso de L.
venustum foram ensaiados frente a linhagens de E. coli (7), porém os extratos ndo foram
considerados eficientes inibidores do crescimento bacteriano, uma vez que apresentaram
percentuais de inibicdo abaixo de 50%, além disso, a atividade do extrato foi apresentada
diante de uma concentracdo considerada muito elevada para aplicacdo clinica (19).

Segundo Morais-Braga et al., (7) seus resultados indicaram diferenca de
susceptibilidade entre as bactérias Gram-positiva S. aureus e Gram-negativa E. coli, em
relacdo as fracOes testadas. Podendo ser em decorréncia a membrana externa das bactérias
Gram-negativas que apresentam uma barreira resistente a penetracdo de varios agentes
microbianos e estas possuem também um espaco periplasmatico com enzimas capazes de
inativar alguns antibidticos (20), podendo esta ser a explicacdo pela diferenca na
vulnerabilidade dos microrganismos.

A figura 1 representa os resultados da avaliagdo da atividade moduladora da toxidade
do cloreto de mercdrio quanto & combinagdo com o EELV e suas respectivas fracdes. Os
resultados demonstraram que as combinagdes das amostras com o cloreto de mercurio, ndo

demonstraram atividade citoprotetora com significancia p>0.05.
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Figura 1: Grafico demonstrativo da atividade moduladora da toxidade do cloreto de mercurio

frente a C. krusei 02 na presenca e na auséncia do extrato etandlico de Lygodium venustum e

suas fracoes.

Valor CFM (uM/mL)

ns

CFM- Concentragdo Fungicida Minima

5. Conclusao

ins

Extrato Etandlico de L. venustum
+ Cloreto de Merctirio

Fragdo de Acetato de Etila de L.
venusium + Cloreto de Mercurio

Fragdo Diclorometano de L.
venusium + Cloreto de Mercurio

== *yalor estatisticamente
significativo P<0.001

ns valor estalisticamente
nao significativo P=0.05

Os resultados obtidos neste trabalho indicam que o extrato etandlico e as fracdes de

Lygodium venustum sdo uma fonte alternativa de produtos naturais com atividade

antioxidante, uma vez que possuem metabolitos secundarios como os fenois totais e

flavonoides que possui reconhecida atividade antioxidante. No entanto os produtos naturais

ndo foram capazes de reverter a toxicidade causada pelo cloreto de mercurio frente a

linhagens de C. krusei 02.
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6. CONCLUSAO

e Foi detectado o conteudo fendlico total e de flavonoides do extrato etandlico de L.
venustum e de suas respectivas fracdes, sendo as concentragdes mais representativas

para ambos 0s compostos encontradas na fracdo de acetato de etila (FAELV).

e Analisando os produtos testados, a fracdo acetato de etila exibiu um potencial
antioxidante e quelante de metal com maior representatividade, fato este que pode ser

explicado pela maior concentracdo do seu contetdo fendlico.

e As concentracdes inibitérias minimas do extrato etandlico e das fracdes de L.
venustum, testados frente as linhagens de E. coli ATCC 25922 e de Candida krusei
02 comparativamente apresentaram a mesma CIM  de >1024pg/mL, néo

demonstrando atividade clinica relevante.

e As combinacBes do extrato etanolico e das fragbes de Lygodium venustum com o
cloreto de mercurio, apresentaram um efeito citoprotetor frente a linhagem de E. coli
ATCC 25922,

e Através do coeficiente de correlacdo de Pearson, foi possivel inferir que a CBM estar
relacionada com a atividade antioxidante e quelante, devido & presenca dos fendis
totais e flavonoides. Assim justificando por que a melhor atividade citoprotetora foi
evidenciada com a fracdo de acetato de etila, que possui um maior contetdo fendlico

em relacédo aos produtos testados.

¢ Nd&o foi observado efeito citoprotetor do extrato etanolico e das fracdes de Lygodium

venustum frente a Candida krusei 02.
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Medicinal plants have been the subject of research in several countries such as Brazil. The Duguetia
furfuracea A. 5t.-Hil., popularly known as araticum-bravo, ata-brava and ata de lobo, has been used in
folk medicine as anti-rheumatic drugs, for the treatment of renal dysfunction, spinal pain and stomach,
and against pediculosis. This work aimed to analyze the antibacterial effect of the crude extract and
fractions obtained from the leaves of D. furfuracea. The characterization of secondary metabolites was
carried out through phytochemical prospection, being checked for the presence of tannins, flavonoids
and alkaloids. The minimum inhibitory concentration (MIC) was determined by using broth
microdilution method and its modulating activity of antibiotic activity in sub-inhibitory (MIC/8)
concentration. When standard bacterial strain is used for the MIC and multidrug-resistant strains of
modulation, all samples had a MIC = 1024 pg/ml. The samples when combined with aminoglycosides
demonstrated synergistic activity against the Escherichia coli 27 and Staphylococcus aureus 358. The
results of this study indicate the species D. furfuracea as a promising source in combating bacterial
multidrug resistance, increasing the potential of antibiotics.

Key words: Duguetia furfuracea A. St.-Hil., medulation, antibacterial activity, aminoglycosides.
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The emergence of resistant microorganisms and also the toxicity associated with antimicrobial drugs increase the need
of research for new active principles. Richardia brasiliensis, a weed used popularly as an expectorant, antiemetic, and
diaphoretic, The extracts have coumaring, Mavonoids, sleroids, triterpenoids, alkaloids and resin, as secondary metabolites,
The present study aimed to test the potential antimicrobial and modulator of the ethanolic and hexanic extracts of
R. brasiliensis. The ethanolic and hexanic exiracts were tested for their antimicrobial effect and in combination with
aminoglycosides and antifungal against standard and mulli-resistant microorganisms by the broth microdilution method with
culiure medium Brain Heart Infusion (BHI). 1t was observed that the association between antibiotics and ethanolic and
hexanic extracts showed clinically relevant results on the tests with multi-resistant bacteria. The natural products from
R. brasiliensis demonstrated a modulating action against the microorganisms used. These resulls can represent a new effort
o combat antibiolic resistant bacleria,
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ORIGINAL ARTICLE

Chemical composition and evaluation of modulatory of the antibiotic
activity from extract and essential oil of Myracrodruon urundeuva

Fernando G. Figueredo', Bruno F. F. Lucena’, Saulo R. Tintina', Edinardo F. F. Matias', Nadghia F. Leite’,
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Brazil

Abstract

Contexi: The combination of antibiotics with natural products has demonstrated promising
synergistic effects in several therapeutic studies.

Objective: The aim of this study was to determine the effect of a combination of an ethanol
extract of Myracrodruon urundeuva Fr. All. {Anacardiaceae) (aroeira plant] and its essential
oil with six antimicrobial drugs against multiresistant strains of Staphylococcus aureus and
Escherichia coli from clinical isolates.

Materials and methods: After identification of the chemical components by GC-MS, the
antibacterial activity of the natural products and antibiotics was assessed by determining the
minimal inhibitory concentration (MIC) using the microdilution method and concentrations
ranging 8-512 pg/ml and 0.0012-2.5 mg/ml, respectively. Assays were performed to test for a
possible synergistic action between the plant products and the antimicrobials, using the exiract

Keywords

Aminoglycosides, aroeira, dindamycin,
Escherichia coli, essential oil,
Staphylococcus aureus, synergism
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| am pleased to inform you that your paper "Association Between Drugs and Herbal Products: In vitro Enhancement of the antibiotic activity
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Medicine.

Below are comments from the editor and reviewers.

Thank you for submitting your work to European Journal of Integrative Medicine.
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Praf. Nicola Robinson, PhD

Editor-in-Chief
European Journal of Integrative Medicine
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Biodiversidade).
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errados, por favor, encminhem este e - mail para eles.

Um abraco.

Modulacdo da atividade antibacteriana do tecido adiposo da Gallus
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Dear Dr. Coutinho:

It is a pleasure to accept your manuscript entitled "EVALUATION OF
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AMND ETHAMOL EXTRACTS OF Padina sanctae-crucis” in its currant form for
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Saludos Cordiales. Dra. Ana Ibis.
Revista Cubana de Plantas Medicinales
hitpcdwaww. revplantasmedicinales. sid.cufindex. php/pla

Este mensaje e ha llegado mediante el servicio de correo electronico gue ofrece Infomed para respaldar el
cumplimiento de las misiones del Sistema Nacional de Salud. La persona gue envia este correo asume el compromiso
de usar el servicio a tales fines y cumplir con las regulaciones establecidas

Infomed: hitp /fwww sid cuf
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"AVALIACAO DA ATIVIDADE ANTIBACTERIANA E MODULADORA DE AMINOGLICOSIDEOS
DO OLED ESSENCIAL DE Cymbopogon citratus (DC.) STAPF".

Muestra decision es: Que el manuscrito es aceptado con correcciones
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al ingles. Esa misma recomendacion hacemos a todos nuestros autores.
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la version aprobada online para mas rapida visualizacion de sus resultados.
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Mubia Estela Matta Camacho
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