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RESUMO 

 

 

O mercúrio é um metal muito perigoso quando em contato com o organismo do homem, 

quer seja pela via aérea, cutânea ou por ingestão. Os danos causados pelo metal são graves e 

em grande parte dos casos permanentes. Neste contexto os vegetais principalmente as 

pteridófitos  podem ser uma alternativa terapêutica e ambiental a toxicidade causada pelo 

cloreto de mercúrio, visto que alguns estudos demonstram a aplicação de pteridófitas para a 

fitorremediação de metais pesados. L. venustum (Lygodiaceae) é uma samambaia com 

distribuição mundial e o hábito lianescente. Esta espécie é usada como um bioindicador da 

degradação ambiental e na medicina popular de populações da América do Sul.   Este 

trabalho teve como objetivo investigar as possíveis interações entre extrato etanólico e 

frações de Lygodium venustum SW. combinados ao cloreto de mercúrio frente à linhagem 

Escherichia coli ATCC 25922 e Candida krusei 02 . Os polifenóis e flavonóides presentes 

no extrato e frações foram quantificados em mg equivalentes de ácido gálico/ 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 Concentração Inibitória Mínima (CIM) pelo método 

da microdiluição e ensaios para verificar a possível ação citoprotetora através da combinação 

entre as amostras e o cloreto de mercúrio, utilizando o extrato e as frações em uma 

concentração sub-inibitória e logo após foi evidenciada as ações bactericidas e fungicidas 

mínimas em placas de petri contendo HIA. Através do coeficiente de correlação de Pearson  

foi possível inferir que a atividade CBM estar relacionada com a atividade antioxidante e 

quelante, devido à presença dos fenóis totais e flavonóides. No entanto não foi observado 

atividade citoprotetora frente as linhagens de Candida krusei 02. Os resultados obtidos neste 

trabalho indicam que o extrato etanólico e as frações de L. venustum são uma fonte 

alternativa de produtos naturais com ação citoprotetora. 

Palavras – chave: Lygodium venustum, cloreto de mercúrio, citoproteção, Escherichia coli, 
Candida krusei. 
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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. 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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APRESENTAÇÃO   

 

 O presente trabalho teve como objetivos principais investigar as possíveis atividades 

citoprotetoras do extrato etanólico e frações de Lygodium venustum  LW. frente ao cloreto de 

mercúrio, utilizando como ferramentas em modelos microbianos, além de  quantificar a 

composição fenólica total e avaliar a atividade antioxidante e quelante com o intuito de 

correlacionar com a possível atividade citoprotetora. 

 Os artigos 1 e 2  apresentam a quantificação de fenóis totais e flavonóides   expressos 

como miligramas equivalentes de ácido gálico por grama de amostra e como miligramas de 

quercetina equivalentes por grama de extrato, respectivamente.   Já a atividade antioxidante 

foi avaliada através do método FRAP, observando-se a capacidade redutora em mg de FeSO4 

por grama de amostra, e para avaliar a atividade antimicrobiana foi determinanda a 

Concentração Inibitória Mínima (CIM) pelo método da microdiluição e a atividade 

citoprotetora por ensaios que utilizaram a combinação entre as amostras e o cloreto de 

mercúrio, utilizando o extrato e as frações em uma concentração sub-inibitória, assim  

evidenciado as atividades bactericidas e fungicidas mínimas em placas de petri contendo HIA, 

sendo que a atividade bactericida mínima foi estudada no artigo 1 e a fungicida mínima 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 princípio da formação 

do complexo O-fenantrolina-Fe
2+

 e a sua ruptura, na presença de agentes quelantes.  
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1 INTRODUÇÃO  

 

 

 A busca pela utilização dos vegetais para beneficiar humanidade data de tempos 

remotos. O vasto conhecimento da biodiversidade química da natureza pelos povos primitivos 

pode ser considerado fator primordial para descobrimento de substâncias tóxicas e 

medicamentosas ao longo das gerações (VIEGAS; BOLZANI, 2006). Embora este 

conhecimento apresentado pelas populações seja processado empiricamente, ao longo dos 

anos vem sendo elaborados diferentes métodos para comprovação cientifica da eficácia de 

produtos naturais.  

 Paralelamente ao conhecimento empírico a um interesse dos pesquisadores em estudos 

envolvendo áreas multidisciplinares, como por exemplo, Bioquímica, farmacologia, química, 

microbiologia, toxicologia dentre outras. Áreas estas extremamente importantes para a busca 

do conhecimento da bioatividade dos produtos naturais (LOPEZ, 2006).  

 Através de levantamentos etnobiológicos, as plantas têm sido apontadas como os 

produtos naturais mais utilizados pelas populações em geral. Levantamentos etnobotânicos 

demonstram que as angiospermas são os principais vegetais utilizados na medicina 

alternativa. Por outro lado pteridófitas têm tido pouco destaque no uso medicinal em diversas 

culturas, quando comparadas às angiospermas, entretanto, seu uso medicinal é difundido entre 

populações mundiais. As pteridófitas, por sua utilidade medicinal e terapêutica, desde tempos 

passados têm sido prescritas sob a forma de extrato medicinal e hoje, por sua reconhecida 

importância, são tidas como um recurso biológico com potencial terapêutico(SINGH et al., 

2010).  

 Além do cunho medicinal alguns estudos foram realizados utilizando pteridófitas para 

a fitorremediação 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 são 

capazes de acumular arsênio quando presentes em solo. 

 Metais pesados são substâncias altamente tóxicas, porém a  toxicidade depende de 

sua concentração armazenada no organismo vivo ou ambiente, independente do mecanismo 

de intoxicação. Relata-se que os metais presentes nos efluentes industriais reduzem a 

capacidade autodepurativa das águas, devido à ação tóxica que eles exercem sobre os 

microorganismos responsáveis pela recuperação das águas, por meio da decomposição de 

materiais orgânicos (AGUIAR et al, 2002).  
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 O mercúrio é bastante uilizado no monitoramento global de poluição, demonstrando 

assim seu caráter poluidor devido a sua extensa utilização na década 70 pelas indústrias, e 

toxidez na sua forma metilada sobre o sistema nervoso central e sua retenção nos sedimentos 

(MARINS et al, 2004). 

 Neste contexto Lygodium venustum é uma pteridófita da família Lygodiaceae, 

normalmente presente na aclive da floresta nacional do Araripe . É normalmente observada 

crescendo em clareiras no interior da mata ou às margens de caminhos, em áreas perturbadas. 

Por possuir raque volúvel, com forma adaptativa de cipó, especializa-se no hábito lianescente, 

sendo, após atingir 50 cm de altura, considerada uma exímia alpinista, apoiando-se 

geralmente em cipós, 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 biológica destas samambaias, dentre algumas atividades 

já analisadas estão: antimicrobiana, modulatora (ALANIS et al., 2005, MORAIS-BRAGA et 

al., 2012a, 2012b), antiangiogênica, antiparasitária, antiandrogênica, antissecretora , 

citotóxica,  tricomonicida, antineoplásica, antiepiléptica, antiansiolítica, contra distúrbios 

gastrintestinais (VELÁZQUEZ et al., 2006; CALZADA et al., 2010; CALZADA et al. 2007, 

antioxidante, leishmanicida e tripanocida  (MORAIS-BRAGA et al., 2012a, 2012b, 2012c, 

2013). Não encontrando relatos da atividade citoprotetora frente a metais pesados.  

 O estudo e a descoberta de produtos naturais ativos que apresentam potencial 

antitóxico estão em desenvolvimento, baseando-se na premissa de acumulação de metais 

pesados pela espécie Lygodium venustum, estudos foram realizados frente ao potencial tóxico 

do mercúrio em testes de citotoxicidade em modelo microbiológico. 
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2 OBJETIVOS  

 

 

2.1 Objetivo Geral  

 

 Avaliação in vitro da atividade citoprotetora do extrato etanólico e frações de 

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

 

 

2.2 Objetivos Específicos  

 

 Avaliar o efeito citoprotetor do extrato etanólico de Lygodium venustum e suas frações 

em bactérias e fungos contra o cloreto de mercúrio. 

 

 Realizar a quantificação de fenóis totais e flavonóides do extrato etanólico de 

Lygodium venustum e suas frações. 

 

 Avaliar a atividade antioxidante do extrato etanólico de Lygodium venustum e suas 

frações. 
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REVISÃO DE LITERATURA 

 



23 

 

 

3 REVISÃO E LITERATURA 

 

3.1  Plantas Medicinais 

 

Segundo a Organização Mundial da Saúde (1998), planta medicinal é “todo e qualquer 

vegetal que possui, em um ou mais órgãos, substâncias que podem ser utilizadas com fins 

terapêuticos ou que sejam precursores de fármacos e semi-sintéticos”. 

As mais antigas citações sobre drogas vegetais são de origem indiana, Ayurveda 

(Ciência da Vida), com registros do modo de organização da medicina da Índia de até 2500 

a.C. e informações sobre a utilização de plantas medicinais cientificamente catalogadas, há 

aproximadamente 1000 a.C. existia um conjunto de 10000 plantas registradas (CHOPRA, et 

al., 1958). Estas informações contribuíram para o conhecimento atual sobre as plantas e para a 

separação de moléculas que são empregadas na prática curativa e em muitos segmentos 

industriais (HARBORNE; BAXTER, 1993). 

Os primeiros povos foram descobrindo as propriedades terapêuticas de determinadas 

espécies vegetais, através das experimentações e das observações, sendo estas transmitidas de 

geração em geração, e passando, assim, a participar do saber da sociedade (TUROLLA; 

NASCIMENTO, 2006). 

O uso de plantas medicinais é comum nos diversos biomas brasileiro (VEIGA; 

MELLO, 2008) e o surgimento da medicina popular, no Brasil, deve-se aos índios, com 

contribuição dos afro-descendentes e europeus. Na época em que era colônia de Portugal, os 

medicamentos restringiam-se as metrópoles e a zona urbana, enquanto a suburbana recorria ao 

uso das ervas medicinais (REZENDE; COCCO, 2002).  

       No século XVI, o médico suíço 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 terapêuticas, podendo dar indícios de seu uso clínico. Algumas 

destas plantas passaram a fazer parte das farmacopéias alopáticas e homeopáticas a partir do 

século XIX, quando se começou a investigar suas bases terapêuticas (TUROLLA; 

NASCIMENTO, 2006; ELVIN-LEWIS, 2001). 

O conhecimento sobre as plantas medicinais representa varias vezes o único recurso 

disponível para o tratamento de diversas patologias. A experiência popular sobre a utilização 

de fitoterápicos contribui de forma indispensável para a divulgação das ações curativas dos 
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vegetais, utilizados rotineiramente pelos efeitos medicinais que apresentam, apesar da não 

identificação dos metabolitos secundários das plantas indicadas para suas diversas 

enfermidades (MACIEL, et al., 2002).  

Estudos sobre o conhecimento popular sobre os fármacos confirmam a ação 

farmacológica registrando enorme numero de utilidades de plantas medicinais, comprovando 

assim o conhecimento popular que deu origem a vários medicamentos fitoterápicos a partir de 

uso empírico (ELIZABETSKY, 1993). 

A busca de princípios ativos mais eficazes e menos agressivos ao homem, tem 

colocado a pesquisa sobre plantas medicinais num importante patamar científico e tem aberto 

perspectivas para estudos de etnofarmacologia, fitoquímica e microbiologia entre outros, 

principalmente motivada pela existência de doenças endêmicas, de novos agentes infecciosos 

e a poluição ambiental favorecendo a disseminação de infecções por varias vias como a 

hídrica (RECIO; RIOS, 1989). 

Neste contexto o Brasil abriga a maior biodiversidade do planeta, possuindo mais de 

20% do número total de espécies da Terra, o que leva o Brasil ao posto de principal nação 

entre os 17 países megadiversos (ou de maior biodiversidade) (MMA, 2013). 

Entretanto, muitas plantas medicinais apresentam substâncias que podem acarretar 

reações indesejáveis, sejam pela presença contaminante ou adulterante presentes nas 

preparações fitoterápicas, requerendo um rigoroso controle de qualidade desde o cultivo, 

coleta da planta, prospecção fitoquímica, até a produção de um novo medicamento (ELVIN-

LEWIS, 2001). 

No Brasil as plantas medicinais e seus derivados são regulamentados principalmente 

pela Agencia Nacional de Vigilância Sanitária (ANVISA), entidade de direito público do 

Ministério da Saúde que tem função de promover e proteger a saúde da sociedade garantindo 

a segurança higiênica de serviços e produtos (BRASIL, 1999).  

 

3.2 Espécie botânica em estudo  

 

3.2.1 Taxonomia 

Classe: Polypodiopsida  

Ordem: Schizaeales  

Família: Lygodiaceae  

Gênero: Lygodium  

Espécie: Lygodium venustum  
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3.2.2  Caracterização botânica 

 

 Pteridófitas constituem um grupo de vegetais com uma grande riqueza de espécies e 

este fato tem contribuído para que o homem se utilize, de variadas maneiras, de seus 

potenciais quer sejam econômicos, alimentícios ou medicinais (MORAIS-BRAGA et al., 

2012a).  As pteridófitas constituem um grupo de plantas vasculares sem flores nem sementes 

que se reproduzem por esporos. Seu ciclo de vida é heteromórfico com duas fases, 

diferenciando-se em gametofítica e esporofítica (PRYER et al., 2004). Ocupam uma grande 

diversidade de ambientes em variados ecossistemas, apresentando diferentes formas 

biológicas, incluindo quase todas as formas de crescimento e de adaptação das angiospermas 

(HOLTUM, 1938).  

 Os ambientes de maior ocorrência das pteridófitas são os tropicais bastante úmidos, 

que não apresentam longos períodos secos durante o ano. Entretanto, podem ocorrer nos mais 

variados ecossistemas e microhabitats, em condições bem distintas, de ambientes árticos e 

alpinos das elevadas altitudes e latitudes até ambientes úmidos no interior das florestas 

tropicais; de condições subdesérticas até às formações costeiras pantanosas (PAGE, 1979). O 

fato de compartilharem a alternância de gerações em seu ciclo lhe rendeu o tratamento 

taxonômico em uma única divisão, a “Pteridophyta”, constituída por classes 25 

evolutivamente distintas, formando um táxon parafilético (STEVENSON; LOCONTE, 1996; 

PRYER et al., 2004; SMITH et al., 2006).  

 Fatores físicos podem limitar ou possibilitar o desenvolvimento e o crescimento tanto 

do gametófito quanto do esporófito, dificultando ou facilitando a amplitude ecológica de 

adaptação e sobrevivência de suas espécies (PAGE, 1979).  

 Segundo Smith (2006), a classe Polypodiopsida forma o maior grupo entre as 

monilófitas atuais e são comumente conhecidas como samambaias ou feto, sendo o grupo das 

pteridófitas leptosporangiadas, abrangendo cerca de 11.000 espécies distribuídas em 37 

famílias.  

  

3.2.3 Lygodium venustum SW 

  

 A família Roe Lygodiaceae M. Roe é tipicamente representada por plantas terrestres 

de hábito lianescente, com distribuição pantropical, formada por apenas um gênero Lygodium 

e cerca de 25 espécies (SKOG et al., 2002).  
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 O gênero Lygodium sw. distribui-se pantropicalmente, chegando a atingir até mesmo 

regiões temperadas ao leste dos Estados Unidos, África do Sul, Japão e Nova Zelândia 

(MORAN, 1995). Apresentam em sua estrutura um rizoma terrestre contendo tricomas 

aciculares, pluricelulares, alaranjados e caule curto-reptante com tricomas. Possui 

características incomuns como frondes volúveis e crescimento indeterminado, enrolando-se a 

partir da gema apical da raque, monomorfas.  

No ápice dos segmentos são encontrados os soros e nestes, os esporângios abaxiais 

solitários, formados na margem da lâmina foliar (contendo apenas 1 soro) protegidos pelo 

tecido laminar marginal, formando um falso-indúzio e seus esporos apresentam-se como 

triletes (PRADO, 2005). 

 A lâmina pode ser 1–3-pinado-pinatífida, papirácea, glabra ou com tricomas 

pluricelulares alaranjados. Apresenta pinas alternas, pecioluladas; pínulas divididas, palmado-

lobadas a pinadas. As nervuras distribuem-se livremente ou de forma anastomosadas 

(MORAN, 1995).  

 Lygodium venustum que possui as sinonímias Lygodium commutatum C. Presl; L. 

mexicanum C. Presl; L. polymorphum (Cav.) Kunth. é uma planta terrestre com rizoma 

subterrâneo a partir do qual são produzidas suas folhas, que possuem lâmina 2-3 pinado-

pinatífida com crescimento indeterminado e pinas alternas com cerca de 14 cm de 

comprimento, pecioluladas. As pínulas, 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 

direção ao ápice da pina. A base do pedíolulo não apresenta dilatação e tem entre 1-3 mm de 

comprimento. As frondes são subdimorfas, sendo a estéril mais larga que a fértil. Os 

segmentos proximais são palmatilobados, com base hastada e margens dentadas. O ápice é 

obtuso, a venação é aberta e as nervuras são 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 distribuído na América Latina, do México ao 

Paraguai e ilhas do Caribe, onde se desenvolve em até 1.100 m de altitude em relação ao nível 

do mar. No Brasil, distribui-se em diversas zonas fitogeográficas, tendo sido registrada a sua 

ocorrência em estados de regiões distintas (PRADO, 2005; ARANTES, 2008; COSTA, 2007; 

SANTIAGO, 2003).  

 Segundo Mehltreter (2006), esta espécie é capaz de manter uma reserva de vida 

quando a iluminação não lhe é favorável, podendo revigorar em condições propícias. 

Buscando condições de iluminação adequada e uma planta que lhe possibilite um suporte 

perfeito. A L. venustum muitas vezes pode se tornar invasora, tida como uma espécie difícil 

de erradicar, uma vez que mesmo fragmentado o rizoma é capaz de se regenerar e produzir 

novas folhas. Entretanto, não é considerada uma espécie de rápido desenvolvimento, uma vez 

que seu ciclo de vida é lento. Mehltreter (2006) ainda observou que a luz do sol é de 

fundamental importância para a indução da fertilidade. A planta apresenta padrão de 

crescimento sazonal, correlacionado com a precipitação, indicando que a água age como um 

fator limitante para seu desenvolvimento.  

  

3.2.4  Etnobotânica e farmacologia de  Lygodium venustum 

 

 A utilização de L. venustum como planta medicinal tem sido registrada na 

Mesoamérica por populações indígenas, entre outras, possuindo atividades antiséptica, 

fungicida e tricomonicida e sendo indicada para o tratamento de dermatoses, micoses e 

infecções (DUKE, 2008). É também usada no tratamento de desordens gastrointestinais e 

ginecobstétricas e como antiinflamatório pós-parto (ARGUETA, 1994). Tradicionalmente 

tem destaque no preparo da bebida de efeito alucinógeno, ayahuasca, entre os Sharanahua e 

os índios do alto do rio Purus na Amazônia Peruana (RIVIER et al., 1972). No Brasil, é 

utilizada por afro-brasileiros em cultos místicos para banhos de limpeza (ALBUQUERQUE et 

al.,1997). 

 Há uma grande diversidade de estudos envolvendo o gênero Lygodium desde a 

avalição da bioatividade de produtos naturais in vitro e in vivo, assim como  pesquisas que se 

reportam a tentativas de erradicação de algumas espécies que têm se tornado um grande 

problema como invasoras. Uma estratégia interessante vem sendo utilizada pelos chineses, 

que é a de conhecer a miúde as espécies por intermédio da fitoquímica e realização de testes 

para bioatividade, tentando dar a elas uma importância farmacológica. Assim como, estudos 

em  ecologia, fenologia geraram registros e descrição de 30 novas espécies do gênero 
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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, através 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 inibição abaixo de 50%.  

Neste estudo foram testados os extratos metanólico e aquoso (8 mg), usando o método 

da difusão 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 cólera (VELÁZQUEZ et al., 2006), tendo sido utilizada a 

concentração de 300 mg/kg dos extratos metanólico e aquoso, ficando constatado que apenas 

o metanólico apresentou inibição (51,6%), mostrando uma interessante atividade 

antidiarreica.  

Nesta mesma concentração, o extrato metanólico foi investigado quanto à inibição 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 farmacológicas já foram evidenciadas, atividades antidiarréica 

(VELÁZQUEZ et al., 2006), antiperistáltica (CALZADA et al., 2010), tricomonicida 

(CALZADA et al., 2007), leishmanicida, tripanocida (MORAIS-BRAGA et al., 2013), e o 

seu efeito no tratamento de desordens gastrointestinais (CALZADA et al., 2010) já foram 

investigado. Também a atividade antibacteriana (ALANIS et al., 2005, MORAIS-BRAGA et 

al., 2012b), antifúngica e moduladora da ação de antimicrobianos utilizados na clínica 

(Morais-Braga et al. 2012b, 2012c, 2013) e efeito antioxidante (MORAIS-BRAGA et al., 

2012a).  Suas partes aéreas são utilizadas sob a forma de chá ou tópica, no tratamento de 

infecções e dermatoses (DUKE, 2008). Não encontrando relatos da atividade citoprotetora 

frente a metais pesados. No entanto, alguns estudos foram realizados utilizando pteridófitas 

para a fitorremediação 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 são capazes de acumular arsênio quando presentes em solo. 
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3.3 Metais pesados 

 

 Metais pesados são elementos químicos naturalmente encontrados na natureza em 

baixas concentrações, no entanto a partir da década de 70 com a intensificação da 

industrialização e urbanização, as concentrações destes metais vêm se elevando a níveis 

maiores do que os naturais, ocasionando a contaminação dos mais diversos biomas tornando-

se uma preocupação para os ambientalistas (DEMIRAK et al., 2006). 

 Alguns metais pesados são definidos como elementos metálicos devido a sua 

densidade que excede 5,0g/cm
3
 (BRASILEIRO et al., 2006; FÖRSTNER; WITTMAN, 

1983) são consideradas substâncias altamente tóxicas, porém a toxicidade depende de sua 

concentração armazenada no organismo vivo ou ambiente, o que os torna altamente 

perigosos(FÖRSTNER; WITTMAN, 1983; PEIJNENBURG, 2004) e também depende de 

sua biodisponibilidade. O termo biodisponibilidade pode ser definido como a fração de metal 

que está ou pode estar disponível para ser absorvida e causar prejuízos ao organsmo 

(PEIJNENBURG, 2004). Mesmo em países subdesenvolvidos, alguns metais podem ser 

uma ameaça potencial às espécies de um ecossistema em baixas concentrações  (LACERDA; 

MIGUENS, 2011).   

 

3.3.1 Mercúrio 

 

Dentre os metais pesados o mercúrio é um metal com características sui generis. Ele é 

o único metal que é líquido a temperatura ambiente tendo ponto de fusão de - 38,87 °C, e 

ponto de ebulição de 356,58 °C. Este metal líquido prateado é muito denso, e ainda possui 

uma tensão 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 

mercúrio ocorre naturalmente na crosta terrestre (LEE et al., 2009), em formas orgânicas e 

inorgânicas porém não apresenta funções biológicas, e é considerado um agente 

potencialmente tóxico por oferecer grande risco de contaminação ambiental ao ser humano 

(AZEVEDO, 2003).  

A ação tóxica do mercúrio na exposição ocupacional já é conhecida há muitos anos. 

Em alguns ambientes, os riscos são maiores, como é o caso de hospitais, que utilizam 

mercúrio elementar em vários equipamentos (JUNG, 2004). Devido ao uso crescente desse 

metal o Ministério da Saúde e da Agricultura regulamentou o uso do mercúrio na indústria 

brasileira (BRASIL, 2010). 
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Segundo Jesus et al. (2010) o mercúrio possui efeito acumulativo, tornando-se, assim, 

motivo de perturbação crônica e progressiva das funções metabólicas e celulares dos 

indivíduos que a ele estão expostos.  A contaminação com metais pesados afeta o 

crescimento, como também a distribuição e o ciclo biológico das espécies vegetais 

(BARCELÓ;  POSCHENRIEDER, 1992). Um efeito comum aos metais pesados é o 

oxidativo devido aos efeitos pró-oxidantes do mercúrio e a sua capacidade para a geração de 

espécies reativas de oxigênio (EROs) e alteração das defesas antioxidantes (BOUJBIHA et 

al., 2009). 

Uma das principais formas que o mercúrio se encontra na natureza é associado ao 

cloro formando o Cloreto de mercúrio (HgCl2), sendo  alvo de inúmeras investigações, não só 

por causa de sua toxicidade intrínseca, mas também porque representa a toxicidade do 

mercúrio elementar desde o último oxidado a Hg
+2

 (PATRICK et al., 2002). As suas 

principais características são alta solubilidade em solventes orgânicos e possui grande 

lipossolubilidade quando comparado com a forma inorgânica divalente (Hg
+2

) o que facilita a 

sua permeabilidade pelas membranas biológicas (COLOMBI, 2009). A sua inalação é 

extremamente destrutivo para os tecidos das membranas mucosas e do trato respiratório 

superior.  É tóxico 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 neutralização dos metais pesados é a 

quelação por produtos naturais, o termo quelar deriva do grego khele, que significa garra. 

Essas substâncias captam os íons metálicos do complexo molecular aos quais se encontram 

unidas, fixando-os por uma união coordenada chamada quelação. Assim as substâncias que 

têm a propriedade de fixar os íons metálicos em um determinado complexo molecular são 

denominadas quelantes.  (COSTA et al., 2009). 

Agentes quelantes naturais são aqueles excretados por vegetais como ácido acético e o 

ácido cítrico entre os principais artificiais destacam-se DTPA e FRAP (MEERS et al., 2004; 

MELO et al., 2006). 
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3.4.3 Atividade Antioxidante 

 

 Agentes responsáveis pela inibição e redução das lesões causadas pelos radicais  livres 

nas células são classificados como compostos antioxidantes, além de possuir a capacidade em 

baixas concentrações de regenerar  ou prevenir de maneira eficaz a oxidação por espécies 

reativas de oxigênio (AL-MAMARY et al., 2002; MOREIRA et al., 2002; 

CHANWITHEESUK et al., 2005; WU et al., 2005; LIMA et al., 2006). 

 A atuação dos antioxidantes é diversa podendo agir sobre diferentes níveis na proteção 

dos organismos. Como captadores de radicais e supressores de estados excitados, como 

sistemas catalíticos que neutralizam ou eliminam as espécies reativas de oxigênio ou realizam 

ligações com íons metálicos à proteínas, tornando-os indisponíveis para a produção de 

espécies oxidantes (HALLIWELl; GUTTERIDGE, 1999).  

 O principal artificio para inibição do estresse oxidativo é impedir sua formação dos 

radicais livres, inibindo principalmente reações 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 exógenas, evitando o prejuízo aos 

lipídeos, aos aminoácidos, às duplas ligações dos ácidos graxos poliinsaturados e às bases de 

DNA, impedindo a lesão e perda de integridade celular (BIANCHI; ANTUNES, 1999).  

 O processo metabólico oxidativo leva à produção de energia indispensável para o 

metabolismo celular. No entanto, a oxidação nas células vivas também leva à produção de 

radicais livres (ADEGOKE et al., 1998; MCCORD, 1994). 

 As espécies reativas de oxigênio (ERO) podem causar inúmeros distúrbios como a 

peroxidação dos lipídeos de membrana e agressão às proteínas dos tecidos e das membranas, 

enzimas, carboidratos e ácidos nucléicos. Estas espécies estão envolvidas tanto no processo de 

envelhecimento, como também em muitas complicações biológicas, incluindo inflamação 

crônica, problemas respiratórios, doenças neurodegenerativas, Diabetes mellitus, 

aterosclerose, doenças auto-imunes das glândulas endócrinas, carcinogênese e mutagênese 

(GYAMFI et al., 1999; Al-MAMARY et al., 2002; GÜLCIN et al., 2003; 

CHANWITHEESUK et al., 2005). 

A presença de metais em concentrações elevadas podem causar estresse oxidativo 

(KHAYATZADEH, 2010). Segundo Benassi (2004), os metais pesados possuem a 

capacidade de produzir espécies reativas de oxigênio (EROs) e, quando essas espécies são 

formadas intracelularmente, elas podem induzir peroxidação lipídica, depleção de 
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grupamentos tióis, alterar vias de transdução de sinais, a homeostase do cálcio e dano ao 

DNA. 

Na busca de prevenir a deterioração oxidativa de alimentos e restringir a utilização dos 

antioxidantes sintéticos, a identificação e purificação de novas substâncias com atividade 

antioxidante tem se intensificado na ultima década, principalmente os compostos derivados de 

fontes naturais, que possuam ação isolados ou que venham a potencializar os outros 

antioxidantes (SHAHIDI et al., 2007).   

Produtos naturais são uma fonte promissora de agentes antioxidantes, uma vez que a 

toxicidade do oxigênio atmosférico tem se mostrado com o principal desafio à sobrevivência 

de organismos vivos (GOUVÊA, 2004). Os compostos que possuem atividade antioxidante 

incluem a classe de fenóis, ácidos fenólicos e seus derivados, flavonóides, taninos, tocoferóis, 

fosfolipídios, aminoácidos, ácido fítico, ácido ascórbico, pigmentos e esteróis. Antioxidantes 

fenólicos são antioxidantes primários que agem como terminais para os radicais livres (XING;  

WHITE, 1996). 

 Os flavonoides são conhecidos por neutralizarem as espécies reativas de oxigênio 

(ROS), como os peróxidos lipídicos, os ânions peróxido, os hidroperoxidos e os radicais 

hidroxila, possuindo assim atividade citoprotetora sobre os sistemas vivos (MARTÍNEZ-

FLORES et al., 2002). Vale ressaltar que, os antioxidantes da dieta, tais como a vitamina E, 

C, A, os flavonóides e carotenóides exercem papel essencial nessa intercepção de radicais 

livres. (BIANCHI; ANTUNES, 1999). 
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MATERIAL E MÉTODOS 
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4 MATERIAL E MÉTODOS 

 

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 manhã na encosta da Chapada do Araripe em uma 

localidade chamada Grangeiro, no município do Crato, sul do Ceará, Brasil, a cerca de 700 m 

de altitude entre as coordenadas geográficas 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 Herbário Dárdano 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 

Herbário Caririense Dárdano de Andrade-Lima (HCDAL) 

 

Fonte: Herbário Caririense Dárdano de Andrade-Lima (HCDAL) 
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4.1.1 Obtenções de extrato etanólico e frações de L. venustum  

 

 Para preparação do extrato etanólico, foram coletadas folhas de L. venustum que foram 

pesadas, aumentada sua superfície de contato e em seguida acondicionada em recipiente com 

o solvente em volume suficiente para submergir todo material vegetal, permanecendo assim 

por 72h. Após esse período, o eluente foi filtrado em papel filtro para separação dos resíduos 

sólidos e concentrado em condensador rotativo a vácuo (BRASILEIRO et al., 2006). E para 

obtenção das frações, 6 g do extrato foi misturado à sílicagel 60 (VETEC), sendo depois 

colocados em um funil de Busting com papel de filtro acoplado a um kitassato e bomba à 

vácuo para filtração. 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 frações desejadas. Cada fração foi concentrada em evaporador rotativo e levadas a banho-

maria para retirada de todo o solvente. Foram obtidos os seguintes rendimentos: fração 

diclorometano de L. venustum (FDLV): 0,39g e fração 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 Laboratório de Micologia da Universidade Federal da Paraíba – UFPB. 

 

4.3 Meios de cultura 

 

Foram utilizados os seguintes meios de cultura: Agar Heart Infusion – HIA (Difco 

Laboratories ltda) na concentração indicada pelo fabricante,  Caldo Sabouraud Dextrose  e o 

Meio mínimo M9 TRIS (SAMBROOK et al., 1989, modificado) Todos os meios de cultura 

foram preparados de acordo com as especificações do fabricante e esterilizados em autoclave 

de vapor quente.  

 

4.4 Inoculação 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 Concentração Inibitória Mínima (CIM) 

 

A Concentração Inibitória Mínima (CIM) foi realizada pelo método de microdiluição 

em caldo. O inóculo foi depositado em solução salina para formar uma suspensão de 10
5
 

UFC/mL, as concentrações das amostras variaram de 512-8 µg/mL. Uma solução contendo 

900 µL BHI a 10% e 100 µL do inóculo foi colocada em cada um dos eppendorfs. Em 

seguida foi distribuído 100 µL desta solução em cada cavidade da placa de microdiluição e 

logo após adicionou-se 100 µL do produto natural na primeira cavidade, sendo passado para 

as demais, através de sucessivas diluições na proporção de 1:1, até a penúltima cavidade. A 

última cavidade foi reservada para controle. A placa foi colocada na estufa  a 35°C, por um 

período de 24 horas (NCCLS, 2003). . 

 Para evidenciar a CIM das amostras, foi preparada uma solução indicadora de 

resazurina sódica (Sigma) em água destilada estéril na concentração de 0,01% (p/v). Após a 

incubação, 20 µL da solução indicadora foram adicionadas em cada cavidade e as placas 

passaram por um período de incubação de 1 hora em temperatura ambiente. A mudança de 

coloração azul para rosa devido à redução da resazurina indicou o crescimento bacteriano 

(MANN; MARKHAN, 1998; PALOMINO et al., 2001), auxiliando a visualização da CIM, 

definida como a menor concentração capaz de inibir o crescimento microbiano, evidenciado 

pela cor azul inalterada (NCCLS, 2003).  

 

4.6 Avaliação do potencial citoprotetor em modelo microbiano contra cloreto de mercúrio 

 

 Para a avaliação do efeito protetor do extrato e das frações de L. venustum ao metal 

pesado, foram preparados eppendorfs contendo concentrações sub-inibitórias das amostras e 

suspensões de 10
5
 UFC / ml de Escherichia coli ATTC 25922 em meio M9 Tris com 2% de 

glicose e eppendorfs com 10
5
 UFC / ml de Candida krusei 02 em meio Sabouraud a 10%. 

Cada  solução foi distribuída nas cavidades da placa de 96 poços. Logo em seguida 100µL de 

cloreto de mercúrio foi adicionado uma de concentração do cloreto de mercúrio na primeira 

cavidade seguindo com sucessivas microdiluições até a penúltima cavidade. A concentração 

do metal variou de 500 a 0,49µM. As placas de microdiluição foram incubadas por 48 h a 

37°C, em estufa.  

Em seguida, a concentração bactericida mínima (CBM) e a Concentração Fungicida 

Mínima (CFM)  foram determinadas como as menores concentrações capazes de inibir o 
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crescimento dos microrganismos. Foi utilizado placas de petri com HIA para transferência das 

soluções incubadas em placas de microdiluição.  

Uma alçada de cada poço da placa de microdiluição foi subcultivada em placas de Agar 

Heart Infusion – HIA. Após 24 horas de incubação a 35 ± 2ºC, realizou-se leitura, com a 

finalidade de observação do crescimento das colônias. As leituras das CBMs e CFM foram 

realizadas com base no crescimento dos controles, sendo considerada CBM e CFM, as 

menores concentrações das amostras capazes de inibir crescimento visível do subcultivo 

(SHADOMY; ESPINELINGROFF; CARTWRIGHT, 1985).  

 

4.7 Ensaio FRAP  

 

Uma modificação no método de Benzie e Strain (1999) 
 
para o teste de FRAP foi 

realizada para as analises das amostras. As soluções estoque incluem um tampão acetato 

300mM de pH 3,6  ( 3,1g de acetato de sódio tri-hidratado e adicionar 16ml de ácido acético 

glacial e fazer um volume de 1L com água destilada), TPTZ (2,4,6 –tripyridyls- Traizina) 

10mM em 40mM HCl e FeCl3.6H2O  20mM.  

 A solução de trabalho foi preparada misturando 25 ml de tampão de acetato, 2,5 ml 

TPTZ e 2,5 ml de FeCl3.6H2O na proporção de 10:01:01 no momento da utilização.. A 

temperatura da solução foi elevada para 37º C antes de usar. As amostras (0,15 ml) foram 

misturadas para reagir com 2,85 ml de solução de FRAP durante 30 minutos no escuro em 

condições ambiente. As amostras foram mensuradas em absorbância (593nm).  A curva 

padrão foi linear entre 125 e 1000 mM de FeSO4. Os resultados foram expressos  em mg 

equivalentes de FeSO4/g de amostras. 

  

4.8 Fenóis totais  

 

 A quantidade de fenóis totais, realizada em triplicata, foi determinada adicionando-se 

200 μL de cada amostra (800 a 100 μg/mL de água) a 1 mL de reagente de Folin-Ciocalteau 

(10% v/v) sendo agitada por 1 minuto. Em seguida acrescentou-se 800 μL de carbonato de 

sódio 7,5%, sendo a amostra homogeneizada por 30 segundos. Após 1 hora foi medida a 

absorbância em espectrofotômetro com comprimento de onda de 765 nm. O branco foi 

determinado com todos os reagentes, porém o extrato foi substituído por água destilada. A 

média das três leituras foi usada para determinar os fenóis totais, expressos como miligramas 
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equivalentes de ácido gálico/ grama de extrato, interpolando este valor na curva de 

calibração construída com os padrões de ácido gálico.  

 A curva de calibração de ácido gálico foi determinada utilizando diferentes 

concentrações desta substância (300 a 5 μg/mL). 

 

 4.9 Flavonóides  

 

 Foram preparadas soluções do extrato e frações (800 a e 100 μg/mL) e utilizado 1 mL 

destas adicionando-se 1 mL cloreto de alumínio (AlCl3) com contração de 2% peso/volume. 

No tubo que foi determinado como branco, o volume adicionado de cloreto de alumínio foi 

substituído por água destilada. Após 30 minutos de incubação a temperatura ambiente, a 

absorbância foi medida no filtro de 415 nm. O teste foi feito em triplicata, resultando assim 

na utilização da média para determinação da quantidade de flavonóides totais e expresso 

como miligramas de quercetina equivalentes / grama de extrato.  

 A curva de calibração da quercetina foi determinada utilizando diferentes 

concentrações desta substância (200 a 0,78 μg/mL) diluída 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 princípio baseia-se na formação do complexo O-fenantrolina-Fe
2+

 e a sua ruptura, 

na presença de agentes quelantes. A mistura de reação contendo 1 ml de 0,05% de O-

fenantrolina em 2 ml de metanol com cloreto férrico (200 µM) e 2 ml de várias concentrações 

das amostras (125 a 1000 µg/ml) foi incubada à temperatura ambiente durante 10 minutos e a 

absorbância do mesmo foi medida a 510 nm. O conteúdo de atividade de quelação foi 

extrapolada a partir de uma curva padrão, utilizando FeSO4  (doses graduais  500 - 

3000µg/ml) como um padrão. A atividade quelante foi expressa em equivalentes g de FeSO4 

por  g de extrato. Os valores são apresentados como as médias de análises das triplicatas. 

 

4.11 Análise estatística 

 

 A análise estatística foi realizada através do software v4.0 Prisma ™ (GraphPad ® 

Software, San-Diego, Califórnia, EUA). Todos os ensaios químicos foram realizadas em 

triplicata e os dados foram expressos em média ± desvio padrão (SD). Análise One-way de 
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variância (ANOVA) para comparação de médias, e inter diferenças significativas de mel 

foram calculados de acordo com o teste de múltipla gama HSD de Tukey. O valor médio para 

a terminação da concentração inibitória mínima, no teste de atividade antimicrobiana, foi 

calculada a partir das triplicatas. Modelos de regressão linear foram gerados para analisar os 

resultados das atividades antioxidantes e quelante, e para a dosagem de fenóis totais e 

flavonoides. Através do coeficiente de correlação de Pearson (r), foi  avaliada a correlação 

entre resultados obtidos neste trabalho. Diferenças em p<0,05 foram considerados 

estatisticamente significativos. 
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RESULTADOS E DISCUSSÃO 
  

 



41 

 

 

5.1 Artigo 1   

 

Avaliação do Potencial Fitoprotetor de Lygodium venustum SW (LYGODIACEAE) Contra o 

Efeito Tóxico do Cloreto de Mercúrio 

  

Este artigo está submetido para publicação 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 mercúrio é um metal muito perigoso quando em contato com o organismo do 

homem, quer seja pela via aérea, cutânea ou por ingestão. Os danos causados pelo metal são 

graves e em grande parte dos casos permanentes. Este trabalho teve como objetivo investigar 

as possíveis interações entre extrato etanólico e frações de Lygodium venustum SW. 

combinados ao cloreto de mercúrio frente à linhagem Escherichia coli ATCC 25922. Os 

polifenóis e flavonóides presentes no extrato e frações foram quantificados em mg 

equivalentes de ácido gálico/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 

Concentração Inibitória Mínima (CIM) pelo método da microdiluição e ensaios para verificar 

a possível ação citoprotetora através da combinação entre as amostras e o cloreto de mercúrio, 

utilizando o extrato e as frações em uma concentração sub-inibitória. Os resultados obtidos 

neste trabalho indicam que o extrato etanólico e as frações de L. venustum são uma fonte 

alternativa de produtos naturais com ação citoprotetora, proteção esta que esta correlacionada 

com a atividade antioxidante e quelante, devido à presença de fenóis totais e flavonóides. 

Palavras – chave: Lygodium venustum, cloreto de mercúrio, citoproteção, 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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Introdução  

 

 Os metais pesados são elementos químicos naturalmente encontrados na natureza em 

pequenas concentrações, mas com a chegada da industrialização e urbanização, as 

concentrações destes metais vêm se elevando a níveis maiores do que os naturais, 

ocasionando a contaminação dos ecossistemas aquáticos e terrestres e consequentemente se 

torna um dos maiores problemas ambientais da atualidade [1]. Em baixas concentrações, 

alguns metais são essenciais para o crescimento de todos os tipos de organismos, desde 

bactérias e plantas até o ser humano. Entretanto, como apresentam características 

biocumulativas no organismo, em altas concentrações podem tornar-se tóxicos por danificar 

os sistemas biológicos [2]. 

 Um exemplo de metal pesado é o cloreto de mercúrio – (HgCl2 ), bastante solúvel em 

solventes orgânicos e possui grande lipossolubilidade quando comparado com a forma 

inorgânica divalente (Hg
+2

) o que facilita a sua permeabilidade pelas membranas biológicas. 

[3]. Pode ser perigoso se for inalado, é extremamente destrutivo para os tecidos das 

membranas mucosas e do trato respiratório superior. É tóxico 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 aquático, o cloreto de mercúrio é muito 

tóxico para os organismos, pode causar efeitos negativos a longo prazo, possui 

bioacumulação muito elevada [4]. 

 Neste contexto existem espécimes de plantas que possuem estratégias para gerir as 

altas concentrações de metais e metaloides na rizosfera podem ser divididos em dois grupos : 

as plantas que utilizam mecanismos de exclusão , limitando a absorção e/ou de transporte 

para as partes aéreas, e para o desenvolvimento de mecanismos de imobilização internos , ou 
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compartimentalização desintoxicação via produção de compostos que promovem ligações 

estáveis com metais e metaloides [5]. 

 Alguns estudos foram realizados utilizando plantas para a fitorremediação 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 são 

capazes de acumular arsênio quando presentes em solo. 

 L. venustum (Lygodiaceae) é uma samambaia com distribuição mundial e o hábito 

lianescente [9]. Esta espécie é usada como um bioindicador da degradação ambiental e na 

medicina popular de populações da América do Sul [10].  

 O objetivo deste trabalho foi avaliar o potencial citoprotetor de Lygodium venustum 

SW (extrato etanólico e frações) quanto a seu potencial antitóxico ao cloreto de mercúrio 

frente à 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 manhã na encosta da Chapada do Araripe em uma 

localidade chamada Grangeiro, no município do Crato, sul do Ceará, Brasil, a cerca de 700 m 

de altitude entre as coordenadas geográficas 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 Herbário Dárdano de Andrade-Lima (HCDAL) da 

Universidade Regional do Cariri – URCA e identificada sob registro: (5569). 
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Obtenções do extrato etanólico e frações de L. venustum  

 

 Para preparação do extrato etanólico, foram coletadas folhas de L. venustum que foram 

pesadas, aumentada sua superfície de contato e em seguida acondicionada em recipiente com 

o solvente em volume suficiente para submergir todo material vegetal, permanecendo assim 

por 72h. Após esse período, o eluente foi filtrado em papel filtro para separação dos resíduos 

sólidos e concentrado em condensador rotativo a vácuo [11]. E para obtenção das frações, 6 g 

do extrato foi misturado à sílicagel 60 (VETEC), sendo depois colocados em um funil de 

Busting com papel de filtro acoplado a um kitassato e bomba à vácuo para filtração. 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 frações desejadas. Cada 

fração foi concentrada em evaporador rotativo e levadas a banho-maria para retirada de todo o 

solvente. Foram obtidos os seguintes rendimentos: fração diclorometano de L. venustum 

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

 

Ensaio FRAP  

 

Uma modificação no método de Strain [13] 
  
para o teste de FRAP foi realizada para as 

analises das amostras. As soluções estoque incluem um tampão acetato 300mM de pH 3,6  ( 

3,1g de acetato de sódio tri-hidratado e adicionar 16ml de ácido acético glacial e fazer um 

volume de 1L com água destilada), TPTZ (2,4,6 –tripyridyls- Traizina) 10mM em 40mM HCl 

e FeCl3.6H2O  20mM.  

 A solução de trabalho foi preparada misturando 25 ml de tampão de acetato, 2,5 ml 

TPTZ e 2,5 ml de FeCl3.6H2O na proporção de 10:01:01 no momento da utilização.. A 

temperatura da solução foi elevada para 37º C antes de usar. As amostras (0,15 ml) foram 
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misturadas para reagir com 2,85 ml de solução de FRAP durante 30 minutos no escuro em 

condições ambiente. As amostras foram mensuradas em absorbância (593nm).  A curva 

padrão foi linear entre 125 e 1000 mM de FeSO4. Os resultados foram expressos  em mg 

equivalentes de FeSO4/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 princípio baseia-se na formação do complexo e a sua O-fenantrolina-Fe
2+

 e a sua 

ruptura, na presença de agentes quelantes. A mistura de reação contendo 1 ml de 0,05% de O-

fenantrolina em 2 ml de metanol com cloreto férrico (200 µM) e 2 ml de várias concentrações 

das amostras (125 a 1000 µg/ml) foi incubada à temperatura ambiente durante 10 minutos e a 

absorbância do mesmo foi medida a 510 nm. O conteúdo de atividade de quelação foi 

extrapolada a partir de uma curva padrão, utilizando FeSO4  (doses graduais  500 - 

3000µg/ml) como um padrão. A atividade quelante foi expressa em equivalentes g de FeSO4 

por  g de extrato. Os valores são apresentados como as médias de análises das triplicatas. 

 

Fenóis totais  

 

 A quantidade de fenóis totais, realizada em triplicata, foi determinada adicionando-se 

200 μL de cada amostra (800 a 100 μg/mL de água) a 1 mL de reagente de Folin-Ciocalteau 

(10% v/v) sendo agitada por 1 minuto. Em seguida acrescentou-se 800 μL de carbonato de 

sódio 7,5%, sendo a amostra homogeneizada por 30 segundos. Após 1 hora foi medida a 

absorbância em espectrofotômetro com comprimento de onda de 765 nm. O branco foi 

determinado com todos os reagentes, porém o extrato foi substituído por água destilada. A 
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média das três leituras foi usada para determinar os fenóis totais, expressos como miligramas 

equivalentes de ácido gálico/ grama de extrato, interpolando este valor na curva de 

calibração construída com os padrões de ácido gálico.  

 A curva de calibração de ácido gálico foi determinada utilizando diferentes 

concentrações desta substância (300 a 5 μg/mL). 

 

  Flavonóides  

 

 Foram preparadas soluções do extrato e frações (800 a e 100 μg/mL) e utilizado 1 mL 

destas adicionando-se 1 mL cloreto de alumínio (AlCl3) com contração de 2% peso/volume. 

No tubo que foi determinado como branco, o volume adicionado de cloreto de alumínio foi 

substituído por água destilada. Após 30 minutos de incubação a temperatura ambiente, a 

absorbância foi medida no filtro de 415 nm. O teste foi feito em triplicata, resultando assim 

na utilização da média para determinação da quantidade de flavonóides totais e expresso 

como miligramas de quercetina equivalentes / grama de extrato.  

 A curva de calibração da quercetina foi determinada utilizando diferentes 

concentrações desta substância (200 a 0.78 μg/mL) diluída em etanol 80%. 

 

 Meios de cultura 

 

Foram utilizados os seguintes meios de cultura: Agar Heart Infusion – HIA (Difco 

Laboratories ltda) na concentração indicada pelo fabricante, e Meio mínimo M9 TRIS 

(SAMBROOK et al., 1989, modificado) Todos os meios de cultura foram preparados de 

acordo com as especificações 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 Laboratório de 

Micologia da Universidade Federal da Paraíba – UFPB, que foi inoculada Agar Heart 

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

 

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

bacteriano contra cloreto de mercúrio 

 

A concentração inibitória mínima (CIM) das amostras foi determinada pelo ensaio de 

microdiluição de acordo com [15], com modificações, usando suspensões de Escherichia coli 

ATCC 25923 a 10
5
 UFC / ml em solução salina a 0,85% e os produtos naturais a uma 

concentração 512 a 8µg / ml. As CIMs foram definidas como as menores concentrações 

capazes de inibir o crescimento bacteriano. O efeito protetor do extrato e frações contra o 

cloreto foi avaliada utilizando concentrações subinibitórias dos mesmos, suspensões 

bacterianas de 10
5
 UFC / mL em meio M9 Tris com 2% de glucose e diluições de cloreto de 

mercúrio (500 a 0,49µM ). As placas de microdiluição foram incubadas durante 24 h a 37°C 

[16]. A concentração bactericida mínima (CBM) foi determinada como a mais baixa 

concentração capaz de inibir o crescimento dos microrganismos, utilizando placas de petri 

com Ágar Heart Infusion (HIA) para a transferência de soluções incubadas em placas de 

microdiluição.  Cada ensaio foi realizado em triplicata. 

 

Análise estatística 

 

 A análise estatística foi realizada através do software v4.0 Prisma ™ (GraphPad ® 

Software, San-Diego, Califórnia, EUA). Todos os ensaios químicos foram realizadas em 

triplicata e os dados foram expressos em média ± desvio padrão (SD). Análise One-way de 

variância (ANOVA) para comparação de médias, e inter diferenças significativas de mel 

foram calculados de acordo com o teste de múltipla gama HSD de Tukey. O valor médio para 

a terminação da concentração inibitória mínima, no teste de atividade antimicrobiana, foi 

calculada a partir das triplicatas. Modelos de regressão linear foram gerados para analisar 
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os resultados das atividades antioxidantes e quelante, e para a dosagem de fenóis totais e 

flavonoides. Através do coeficiente de correlação de Pearson (r), foi  avaliada a correlação 

entre resultados obtidos neste trabalho. Diferenças em p< 0,05 foram considerados 

estatisticamente significativos. 

  

Resultados e discussão  

 

 O conteúdo fenólico total e de flavonóides do extrato etanólico de L. venustum e de 

suas frações estão representadas na Tabela 1.  Sendo a concentração mais representativa a da 

fração FAELV para ambos os compostos que são metabolitos secundários de origem vegetais 

reconhecidos pelo seu potencial antioxidante [14]. 

 

Tabela 1: O teor de fenóis totais e flavonoides do extrato e frações de Lygodium venustum. 

  

N° 

 

Amostra 

Conteúdo de fenóis totais 

(mg equivalentes de ácido 

gálico/ g de amostra) (± SEM) 

Conteúdo de flavonóides 

(mg equivalentes de quercetina/ 

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 Etanólico de Lygodium venustu, FDLV- Fração Diclorometano de Lygodium 

venustum, Fração de Acetato de Etila de Lygodium venustum * Todos os valores são 

expressos como média ± SEM de três determinações. 
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  Através de prospecção fitoquímica realizada em estudo anterior por Morais-Braga et 

al [17], o extrato etanólico de L. venustum apresentou na sua composição a presença de 

diversos metabolitos secundários, tais como fenóis, Taninos Flobabênicos, flavonas, 

flavonóis, xantonas, chalconas, flavonoides, alcaloides, que possuem as mais diversas 

atividades biológicas. A identificação e quantificação de compostos fenólicos do EELV e de 

suas respectivas frações foram realizadas por Morais-Braga [18] em ensaio utilizando o 

método analítico de cromatografia líquida de alta eficiência (CLAE), o qual registrou a 

presença de diversos compostos, dentre eles o ácido gálico, ácido clorogênico, ácido caféico, 

rutina, quercetina e kaempferol, demonstrando portanto, que os produtos naturais em análise 

contêm flavonóides do grupo dos flavonóis e compostos fenólicos ácidos, derivados dos 

ácidos: benzoico, fenilacrílico e cinâmico. Os ácidos clorogênico e caféico, bem como o 

flavonóide quercetina tiveram sua presença registrada tanto no extrato quanto nas frações. A 

rutina, entretanto, não foi encontrada na fração diclorometano. O kaempferol também não 

constava no extrato etanólico desta espécie. Na análise destes dados, os autores concluiram 

que a quercetina, flavonóide encontrado em maior quantidade em L. venustum, apresentou 

maior afinidade com o solvente acetato de etila [19] e que a fração oriunda deste foi, entre 

todos os produtos naturais testados, a que mais se destacou em conteúdo fenólico. A 

ocorrência está de acordo com que foi o preconizado por [20], ao afirmar que flavonóides são 

preferencialmente extraídos pelo solvente acetato de etila. 

 A capacidade de redução 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 etanólico Lygodium venustum e suas respectivas frações demonstrando a 

capacidade redutora em mg de FeSO4 por g de amostra. 
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Tabela 2: FRAP ensaio do extrato etanólico e frações de Lygodium venustum. 

 

N° 

 

Amostra 

Atividade redutora (mg 

equivalentes de FeSO4/g 

de amostras) (± SEM) 

1.  EELV 37,1 ± 0,04 

2.  FDLV 17,77 ± 0,02 

3.  FAELV 68,43 ± 0,03 

EELV-Extrato Etanólico de Lygodium venustu, FDLV- Fração Diclorometano de Lygodium 

venustum, Fração de Acetato de Etila de Lygodium venustum * Todos os valores são 

expressos como média ± SEM de três determinações 

 

 Resultados obtidos neste estudo para a atividade antioxidante, demonstram que a 

FAELV apresentou o melhor resultado, apresentando uma equivalência de 68.43mg 

equivalentes de FeSO4 por grama de extrato, destacando-se na capacidade de reduzir Fe
+3

 a Fe 

+2
, fato este que pode ser justificado pela retenção de compostos fenólicos e flavonoides pela 

fração de acetato de etila que podem contribuir diretamente para a atividade antioxidante [21]. 

Resultados estes que vão de acordo com os obtidos por Morais-Braga et al., (21), que indicou 

atividade antioxidante do extrato etanólico e frações de Lygodium venustum pelo método 

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

 O ferro é essencial para a vida,uma vez que é necessário para o transporte de oxigênio, 

a respiração e a atividade de muitas enzimas. No entanto, é um metal extremamente reativo e 

catalisa alterações oxidativas em lipídios, proteínas e outros componentes celulares [13]. 

  A tabela 3 demonstra a capacidade quelante do EELV e suas respectivas frações. Com 

base nos dados obtidos a partir do presente estudo é possível evidenciar que os produtos 

naturais demonstram uma significativa atividade quelante por reduzir o Fe
+3

 em Fe
+2

. 

Segundo Duh, Tu e Yen [22] esta atividade pode ser devido à presença de polifenóis que evita 
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danos celulares causados por radicais livres através da redução dos íons de metais de transição 

[22].   

 

Tabela 3:  Atividade quelante de ferro do extrato etanólico e frações de Lygodium venustum. 

 

   N° 

 

Amostras 

Atividade quelante (mg 

equivalentes de FeSO4/g 

de amostras) (± SEM) 

1.  EELV 42,64 ± 4,08 

2.  FDLV 23,65 ± 1,40 

3.  FAELV 59,24 ± 1,45 

EELV-Extrato Etanólico de Lygodium venustu, FDLV- Fração Diclorometano de Lygodium 

venustum, Fração de Acetato de Etila de Lygodium venustum * Todos os valores são 

expressos como média ± SEM de três determinações 

 

 As Concentrações Inibitórias Mínimas (CIMs) das amostras, testadas frente à 

linhagem ATCC E. coli 25922 comparativamente apresentaram o mesmo resultado revelando 

CIM  ≥1024µg/mL, não demonstrando atividade clínica 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 não apresentar 

toxicidade para as cepas ensaiadas. 

 A figura 1 representa os resultados da avaliação da atividade moduladora da toxidade 

do cloreto de mercúrio quanto à combinação com o EELV e suas respectivas frações. Os 

resultados demonstraram que as combinações das amostras com o cloreto de mercúrio, 

apresentaram um efeito antagônico frente à linhagem de E. coli 25922 com significância 

p<0.001. 
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Figura 1: Gráfico demonstrativo da atividade moduladora da toxidade do cloreto de mercúrio 

frente à E. coli 25922 na presença e na ausência do extrato etanólico de Lygodium venustum  e 

suas frações. 

  

               CBM- Concentração Bactericida Mínima 

  

 A forma química e a via de exposição do mercúrio afeta a distribuição em tecidos e a 

sua toxicidade, os principais alvos a exposição ao cloreto de mercúrio são: os rins, o fígado, 

o sangue, o epitélio intestinal e os pulmões [24], enquanto que o fígado, o sistema nervoso, e 

o epitélio intestinal, os rins e músculos são alvos comuns do mercúrio  orgânico [25]. Ao 

entrar nas células, o mercúrio pode interagir com várias biomoléculas, como a glutationa e 

proteínas grupos sulfidrílicos presentes em antioxidantes, no reparo do DNA e com as 

proteínas da homeostase, alterando a sua atividade fisiológica normal [24]. 

 A combinação das amostras com o cloreto de mercúrio pode ser uma alternativa para 

minimizar os efeitos indesejáveis deste metal, uma vez que a associação acarreta em um efeito 

antagônico aumentando significativamente a CBM do cloreto de mercúrio, assim aumentando 

a dose necessária para que haja toxidade a célula. 
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 A tabela 4 demonstra os dados da correlação entre os resultados obtidos neste trabalho, 

através do coeficiente de correlação de Pearson (r). Analisando os resultados foi possível 

inferir que a atividade CBM estar relacionada com a atividade antioxidante e quelante, devido 

à presença dos fenóis totais e flavonoides.  

Tabela 4. Correlação entre os dados analisados neste trabalho 

CBM- Concentração Bactericida Mínima, AA- Atividade Antibacteriana, AQ- Atividade 

Quelante. 

 

Conclusão  

 

 Os resultados obtidos neste trabalho indicam que o extrato etanólico e as frações de 

Lygodium venustum são uma fonte de produtos naturais com ação citoprotetora. Os resultados 

demonstraram que as combinações das amostras com o cloreto de mercúrio, apresentaram um 

efeito antagônico frente à linhagem de E. coli 25922, antagonismo este que esta 

correlacionado atividade antioxidante e quelante, devido a  presença de fenóis totais e 

flavonoides.  

 

Conflito de interesses  

Os autores declaram que não há conflitos de interesse 

 CBM A.A AQ Flavonóides Fenóis  

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 

Flavonóides 0,965 0,944 0,928  0,982 

Fenóis 0,997 0,990 0,982 0,982  
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5.2 Artigo 2 

 

Avaliação do Potencial Citoprotetor Contra o Efeito Tóxico do Cloreto de Mercúrio e 

Antioxidante de Lygodium venustum SW (LYGODIACEAE). 

 

 Este artigo está submetido para publicação 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, são parte inerentes da 

dissertação sendo assim eles são os que compõem o projeto original. 
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RESUMO 

 

Introdução:  O mercúrio é um metal com elevado potencial tóxico por sua capacidade de 

bioacumulação nos organismos e biomagnificação na cadeia trófica. No organismo, o 

mercúrio é altamente reativo, podendo induzir modificações estruturais e funcionais no 

organismo. 

Objetivos: Este trabalho teve como objetivo investigar as possíveis interações entre extrato 

etanólico e frações de Lygodium venustum SW. combinados ao cloreto de mercúrio frente à 

linhagem Candida krusei 02.  

Materiais e Métodos: Os polifenóis e flavonóides presentes no extrato e frações foram 

quantificados em mg equivalentes de ácido gálico/ 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 antifúngica dos produtos 

naturais, determinando a Concentração Inibitória Mínima (CIM) pelo método da 

microdiluição e ensaios para verificar a possível ação citoprotetora através da combinação 

entre as amostras e o cloreto de mercúrio, utilizando o extrato e as frações em uma 

concentração sub-inibitória. 

Resultados e Conclusão: Os resultados obtidos neste trabalho indicam que o extrato 

etanólico e as frações de L. venustum são uma fonte alternativa de produtos naturais com ação 

antioxidante, no entanto, não foi capaz de reverter a citotoxicidade desencadeada pelo cloreto 

de mercúrio. 

Palavras – chave: Lygodium venustum, cloreto de mercúrio, 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. Introdução 

 O cloreto de mercúrio – (HgCl2 ), bastante solúvel em solventes orgânicos e possui 

grande lipossolubilidade quando comparado com a forma inorgânica divalente (Hg
+2

) o que 

facilita a sua permeabilidade pelas membranas biológicas (1).      Depois de sua oxidação no 



65 

 

 

organismo e por causa de sua grande afinidade pelos grupos sulfidrilas das proteínas e em 

menor grau, por grupos fosforilas, carboxilicos, aminas e amidas. Nas células, o mercúrio é 

um potente desnaturador de proteínas e inibidor de aminoácidos, interferindo nas funções 

metabólicas celulares. Ele causa também sérios danos à membrana celular ao interferir em 

suas funções e no transporte através da membrana, especialmente nos neurotransmissores 

cerebrais (2). 

           Por outro lado, estudos citogenéticos já realizados em pessoas contaminadas por Hg, 

em  níveis considerados toleráveis pela Organização Mundial de Saúde (OMS), revelaram 

aumento significativo de quebras cromatídicas, com a possível interferência nos mecanismo s 

de reparo do DNA. Este efeito pode resultar em quebras cromossômicas e em morte celular, o 

que justificaria o quadro progressivo de deterioração mental nos indivíduos mais altamente 

contaminados.  Os efeitos sobre a saúde humana, relacionados com a bioacumulação, a 

transformação e o transporte mundial do mercúrio inorgânico, se devem quase 

exclusivamente à conversão dos compostos de mercúrio em metilmercúrio (2). 

           Neste contexto existem espécimes de plantas que possuem estratégias para gerir as 

altas concentrações de metais e metaloides na rizosfera podem ser divididos em dois grupos : 

as plantas que utilizam mecanismos de exclusão , limitando a absorção e / ou de transporte 

para as partes aéreas, e além de desenvolver mecanismos de imobilização internos , ou 

compartimentalização desintoxicação via produção de compostos que promovem ligações 

estáveis com metais e metaloides (3)  

 Pteridófitas constituem um grupo de vegetais com uma grande riqueza de espécies e 

este fato tem contribuído para que o homem se utilize, de variadas maneiras, de seus 

potenciais quer sejam econômicos, alimentícios ou medicinais.  (4). No grupo das plantas 

vasculares, a samambaia lianescente Lygodium venustum, têm sido tradicionalmente utilizada 

como um fitoterápico. Algumas atividades farmacológicas foram realizadas, atividade 
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antibacteriana (5,6) e ainda antifúngica, moduladora da ação de drogas (6-8). Seu efeito no 

tratamento de desordens gastrointestinais (9), já foram investigado,. atividades antidiarréica 

(10), antiperistáltica, (9), tricomonicida (11), antioxidante, leishmanicida, tripanocida (8). 

Suas partes aéreas são utilizadas sob a forma de chá ou tópica, no tratamento de infecções e 

dermatoses (11). 

 

2. Objetivos 

 O objetivo deste trabalho foi avaliar o potencial citoprotetor, as dosagem de fenóis 

totais e flavonoides além de avaliar a atividade antioxidante de Lygodium venustum SW 

(extrato etanólico e frações) quanto a seu potencial antitóxico ao cloreto de mercúrio frente à 

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 manhã na encosta da Chapada do Araripe em uma 

localidade chamada Grangeiro, no município do Crato, sul do Ceará, Brasil, a cerca de 700 m 

de altitude entre as coordenadas geográficas 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 Herbário Dárdano de Andrade-Lima 

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

 

3.1 Obtenção do extrato etanólico (EELV) e frações de diclorometano, acetato de etila (DFLV 

e EAFLV) de L. venustum. 
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 Para preparação do extrato etanólico, foram coletadas folhas de L. venustum que foram 

pesadas, aumentada sua superfície de contato e em seguida acondicionada em recipiente com 

o solvente em volume suficiente para submergir todo material vegetal, permanecendo assim 

por 72h. Após esse período, o eluente foi filtrado em papel filtro para separação dos resíduos 

sólidos e concentrado em condensador rotativo a vácuo (12). E para obtenção das frações, 6 g 

do extrato foi misturado à sílicagel 60 (VETEC), sendo depois colocados em um funil de 

Busting com papel de filtro acoplado a um kitassato e bomba à vácuo para filtração. 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 frações desejadas. Cada 

fração foi concentrada em evaporador rotativo e levadas a banho-maria para retirada de todo o 

solvente. Foram obtidos os seguintes rendimentos: fração diclorometano de L. venustum 

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

 

3.3 Ensaio FRAP   

Uma modificação no método de Strain (13)
  
para o teste de FRAP foi realizada para as 

analises das amostras. As soluções estoque incluem um tampão acetato 300mM de pH 3,6  ( 

3,1g de acetato de sódio tri-hidratado e adicionar 16ml de ácido acético glacial e fazer um 

volume de 1L com água destilada), TPTZ (2,4,6 –tripyridyls- Traizina) 10mM em 40mM HCl 

e FeCl3.6H2O  20mM.  

 A solução de trabalho foi preparada misturando 25 ml de tampão de acetato, 2,5 ml 

TPTZ e 2,5 ml de FeCl3.6H2O na proporção de 10:01:01 no momento da utilização.. A 

temperatura da solução foi elevada para 37º C antes de usar. As amostras (0,15 ml) foram 

misturadas para reagir com 2,85 ml de solução de FRAP durante 30 minutos no escuro em 

condições ambiente. As amostras foram mensuradas em absorbância (593nm).  A curva 
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padrão foi linear entre 125 e 1000 mM de FeSO4. Os resultados foram expressos  em mg 

equivalentes de FeSO4/g de amostras (14). 

 

3.4 Estimação de Fenóis totais  

 A quantidade de fenóis totais, realizada em triplicata, foi determinada adicionando-se 

200 μL de cada amostra (800 a 100 μg/mL de água) a 1 mL de reagente de Folin-Ciocalteau 

(10% v/v) sendo agitada por 1 minuto. Em seguida acrescentou-se 800 μL de carbonato de 

sódio 7,5%, sendo a amostra homogeneizada por 30 segundos. Após 1 hora foi medida a 

absorbância em espectrofotômetro com comprimento de onda de 765 nm. O branco foi 

determinado com todos os reagentes, porém o extrato foi substituído por água destilada. A 

média das três leituras foi usada para determinar os fenóis totais, expressos como miligramas 

equivalentes de ácido gálico/ grama de amostra, interpolando este valor na curva de 

calibração construída com os padrões de ácido gálico.  

 A curva de calibração de ácido gálico foi determinada utilizando diferentes 

concentrações desta substância (300 a 5 μg/mL). 

 

3.5 Estimação de Flavonoides  

 Foram preparadas soluções do extrato e frações (800 a e 100 μg/mL) e utilizado 1 mL 

destas adicionando-se 1 mL cloreto de alumínio (AlCl3) com contração de 2% peso/volume. 

No tubo que foi determinado como branco, o volume adicionado de cloreto de alumínio foi 

substituído por água destilada. Após 30 minutos de incubação a temperatura ambiente, a 

absorbância foi medida no filtro de 415 nm. O teste foi feito em triplicata, resultando assim 

na utilização da média para determinação da quantidade de flavonóides totais e expresso 

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

concentrações desta substância (200 a 0.78 μg/mL) diluída em etanol 80%. 

 

 3.6 Meios de cultura 

Foram utilizados os seguintes meios de cultura: Agar Heart Infusion – HIA (Difco 

Laboratories ltda) na concentração indicada pelo fabricante, e meio Agar Sabouraud. Todos 

os meios de cultura foram preparados de acordo com as especificações do fabricante e 

esterilizados em autoclave de vapor quente.  

 

3.7 Material fúngico  

 O fungo utilizado foi Candida krusei 02 (CK LMBM 02), cedido pelo Laboratório de 

Micologia da Universidade Federal da Paraíba – 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 avaliação do potencial citoprotetor em modelo fúngico  

contra cloreto de mercúrio 

A concentração inibitória mínima (CIM) das amostras foi determinada pelo ensaio de 

microdiluição de acordo com (15.16), com modificações, usando suspensões de Candida 

krusei 02 a 10
5
 UFC / ml em solução salina a 0,85% e os produtos naturais a uma 

concentração 512 a 8µg / ml. As CIMs foram definidas como as menores concentrações 

capazes de inibir o crescimento bacteriano. O efeito protetor do extrato e frações contra o 

cloreto foi avaliada utilizando concentrações subinibitórias dos mesmos, suspensões 

bacterianas de 10
5
 UFC / mL em meio Caldo Sabouraud Dextrose a 10% e diluições de 

cloreto de mercúrio (500 a 0,49µM ). As placas de microdiluição foram incubadas durante 24 

h a 37°C (16). A concentração bactericida mínima (CBM) foi determinada como a mais baixa 
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concentração capaz de inibir o crescimento dos microrganismos, utilizando placas de petri 

com Ágar Heart Infusion (HIA) para a transferência de soluções incubadas em placas de 

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

 

3.9 Análise estatística 

 A análise estatística foi realizada através do software v4.0 Prisma ™ (GraphPad ® 

Software, San-Diego, Califórnia, EUA). Todos os ensaios químicos foram realizadas em 

triplicata e os dados foram expressos em média ± desvio padrão (SD). Análise One-way de 

variância (ANOVA) para comparação de médias, e inter diferenças significativas de mel 

foram calculados de acordo com o teste de múltipla gama HSD de Tukey. O valor médio para 

a terminação da concentração inibitória mínima, no teste de atividade antimicrobiana, foi 

calculada a partir das triplicatas. Modelos de regressão linear foram gerados para analisar os 

resultados das atividades antioxidantes e quelante, e para a dosagem de fenóis totais e 

flavonoides. Através do coeficiente de correlação de Pearson (r), foi  avaliada a correlação 

entre resultados obtidos neste trabalho. Diferenças em p<0,05 foram considerados 

estatisticamente significativos. 

  

4. Resultados e discussão  

 

 O conteúdo fenólico total e de flavonoides do extrato etanólico de L. venustum e de 

suas frações estão representadas na Tabela 1.  Sendo a concentração mais representativa a da 

fração FAELV para ambos os compostos que são metabolitos secundários de origem vegetais 

reconhecidos pelo seu potencial antioxidante (14). 

Tabela 1: O teor de fenóis totais e flavonoides do extrato e frações de Lygodium venustum. 
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N° 

 

  Amostras 

Conteúdo de fenóis totais 

(mg equivalentes de ácido 

gálico/ g de amostra) (± 

SEM) 

Conteúdo de flavonoides 

(mg equivalentes de 

quercetina/ 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 Etanólico de Lygodium venustu, FDLV- Fração Diclorometano de Lygodium 

venustum, FAELV- Fração de Acetato de Etila de Lygodium venustum. * Todos os valores são 

expressos como média ± SEM de três determinações. 

 

 Em análise fitoquímica realizada em estudos anteriores foi constatado que L. venustum 

apresenta em sua composição constituintes químicos da classe dos flavonoides, taninos e 

alcaloides, entre outros (6). A realização de um screening por compostos fenólicos e 

flavonoides (4) revelou a presença de ácidos fenólicos como os ácidos gálico (0,17%), 

clorogênico (0,51%) e cafeico (0,29%) e dos flavonóides rutina (0,32%) e quercetina (0,60%) 

e dessa forma, evidenciou-se que os constituintes majoritários da samambaia são, portanto, a 

quercetina e o ácido clorogênico. 

 A capacidade de redução 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 etanólico Lygodium venustum e suas respectivas frações demonstrando a 

capacidade redutora em mg por g de FeSO4.  Resultados obtidos neste estudo para a atividade 

antioxidante, demonstram que a FAELV apresentou o melhor resultado, apresentando uma 

equivalência de 68,43mg de FeSO4 por grama de amostra, destacando-se na capacidade de 

reduzir Fe
+3

 a Fe 
+2

, fato este que pode ser justificado pela retenção de compostos fenólicos e 
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flavonoides pela fração de acetato de etila que podem contribuir diretamente para a atividade 

antioxidante (4). Resultados estes que vão de acordo com os obtidos por Morais-Braga et al., 

(4), que indicou atividade antioxidante do extrato etanólico e frações de Lygodium venustum 

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

 

Tabela 2: FRAP ensaio do extrato etanólico e frações de Lygodium venustum. 

 

N° 

 

Amostras  

Atividade redutora (mg 

equivalentes de FeSO4/g 

de amostras) (± SEM) 

1.  EELV 1.13 ± 0.04 

2.  FDLV 0.66 ± 0.02 

3.  FAELV 1.59 ± 0.03 

 

EELV-Extrato Etanólico de Lygodium venustu, FDLV- Fração Diclorometano de Lygodium 

venustum, FAELV- Fração de Acetato de Etila de Lygodium venustum. * Todos os valores são 

expressos como média ± SEM de três determinações. 

 

 As Concentrações Inibitórias Mínimas (CIMs) das amostras, testadas frente à 

linhagem Candida krusei 02 comparativamente apresentaram o mesmo resultado revelando 

CIM ≥1024µg/mL, não demonstrando atividade clínica 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 não 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 gênero cândida 
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demonstrando que nenhuma alteração do CIM foi verificada quando as frações foram 

associadas aos antifúngicos. 

 Em outros estudos a atividade antibacteriana dos extratos metanólico e aquoso de L. 

venustum foram ensaiados frente a linhagens de E. coli (7), porém os extratos não foram 

considerados eficientes inibidores do crescimento bacteriano, uma vez que apresentaram  

percentuais de inibição abaixo de 50%, além disso, a atividade do extrato foi apresentada 

diante de uma concentração considerada muito elevada para aplicação clínica (19).

 Segundo Morais-Braga et al., (7) seus resultados indicaram diferença de 

susceptibilidade entre as bactérias Gram-positiva S. aureus e Gram-negativa E. coli, em 

relação às frações testadas. Podendo ser em decorrência a membrana externa das bactérias 

Gram-negativas que apresentam uma barreira resistente à penetração de vários agentes 

microbianos e estas possuem também um espaço periplasmático com enzimas capazes de 

inativar alguns antibióticos (20), podendo esta ser a explicação pela diferença na 

vulnerabilidade dos microrganismos. 

 A figura 1 representa os resultados da avaliação da atividade moduladora da toxidade 

do cloreto de mercúrio quanto à combinação com o EELV e suas respectivas frações. Os 

resultados demonstraram que as combinações das amostras com o cloreto de mercúrio, não 

demonstraram atividade citoprotetora com significância p>0.05. 
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Figura 1: Gráfico demonstrativo da atividade moduladora da toxidade do cloreto de mercúrio 

frente à C. krusei 02 na presença e na ausência do extrato etanólico de Lygodium venustum e 

suas frações. 

 
                                  CFM- Concentração Fungicida Mínima 

  

 

5.  Conclusão  

 Os resultados obtidos neste trabalho indicam que o extrato etanólico e as frações de 

Lygodium venustum são uma fonte alternativa de produtos naturais com atividade 

antioxidante, uma vez que possuem metabolitos secundários como os fenóis totais e 

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

não foram capazes de reverter a toxicidade causada pelo cloreto de mercúrio frente a 

linhagens de C. krusei 02.  
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6. CONCLUSÃO 

 

 Foi detectado o conteúdo fenólico total e de flavonoides do extrato etanólico de L. 

venustum e de suas respectivas frações, sendo as concentrações mais representativas 

para ambos os compostos encontradas na fração de acetato de etila (FAELV). 

 Analisando os produtos testados, a fração acetato de etila exibiu um potencial 

antioxidante e quelante de metal com maior representatividade, fato este que pode ser 

explicado pela maior concentração do seu conteúdo fenólico.   

 

 As concentrações inibitórias mínimas do extrato etanólico e das frações de L. 

venustum, testados frente às linhagens de E. coli  ATCC  25922 e de Candida krusei 

02 comparativamente apresentaram a mesma CIM  de ≥1024µg/mL, não 

demonstrando atividade clínica relevante. 

 As combinações do extrato etanólico e das frações de Lygodium venustum com o 

cloreto de mercúrio, apresentaram um efeito citoprotetor frente à linhagem de E. coli  

ATCC 25922,  

 Através do coeficiente de correlação de Pearson, foi possível inferir que a CBM estar 

relacionada com a atividade antioxidante e quelante, devido à presença dos fenóis 

totais e flavonoides. Assim justificando por que a melhor atividade citoprotetora foi 

evidenciada com a fração de acetato de etila, que possui um maior conteúdo fenólico 

em relação aos produtos testados. 

 Não foi observado efeito citoprotetor do extrato etanólico e das frações de Lygodium 

venustum frente à Candida krusei 02. 
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