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RESUMO

Os metais pesados exercem acdo inibitéria nos diversos organismos atuando no seu
crescimento, morfologia, metabolismo e também na sua reproducdo. A espécie de samambaia
estudada é capaz de bioacumulagcdo de metais em suas partes vegetais através da fitoextragéo,
método de biorremediacdo de solos contaminados. Baseado nessa capacidade foram
realizados testes de citoprote¢cdo com modelos in vitro, objetivando a avaliagdo do potencial
citoprotetor de Pityrogramma calomelanos Linnaeus Link. de seu extrato etanolico e das
fracOes acetato de etila e metandlica, contra o potencial toxico do cloreto de mercurio frente a
E. coli e C. krusei. O material vegetal foi preparado para os testes de quelacdo de ferro,
atividade antioxidante (FRAP) e ainda estimacdo de flavondides e fendis totais, assim como,
0s microrganismos foram reavivados em meios de cultura especificos para serem utilizados
nos testes de Concentracdo Inibitéria Minima (CIM), no teste de concentragdo microbicida
minima (CBM e CFM) da atividade toxica do mercurio. As analises estatisticas seguiram a
ANOVA com teste post hoc de Tukey e a regressao linear foi utilizada para mensurar as
Concentracbes Efetivas (CEsp) e o coeficiente de correlacdo de pearson foi realizado para
verificar a relagdo dos resultados quimicos com a CBM e a CFM. Diferencas em p<0,05
foram consideradas estatisticamente significativas. Os testes quimicos evidenciam a presenca
de flavondides (EEPC: 35,65; FMPC: 7,18; FAEPC: 46,67) e fendis totais (EEPC: 151;
FMPC: 61,12; FAEPC: 118,44) em quantidade de mg/g de quercetina e &cido galico,
respectivamente. O teste de FRAP e quelagdo de ferro também demonstraram resultados
satisfatorios evidenciando capacidade redutora no extrato e nas fracdes, principalmente na
fracdo metanodlica e capacidade quelante em ambos, com acdo mais acentuada na fracdo
acetato de etila (65,83 mg equivalentes de FeSO,/ g de amostra). Para os resultados de CFM e
CBM, a CBM demonstrou melhor resultado comparado a CFM, pois o extrato (CBM:
314,98Mm ou 1270%; CFM: 19,69um ou 146%) e as fragcbes (CBM: FMPC: 194,85uM ou
785%; FAEPC: 157,40uM ou 634% e a CFM: FMPC: 39,37 uM ou 293%; FAEPC: 24,80
Mm ou 185%) da samambaia estudada foi capaz de inibir a acdo do mercurio sobre a espécie
E. coli tanto do extrato como das fracdes, o que ndo ocorreu com o extrato na CFM na
presenca de C. krusei. A presenca de teores de fendis totais e flavondides, fortalecem a
possivel acdo dos metabodlitos secundarios atuando como antioxidantes do mercuario
evidenciados no teste de FRAP. No coeficiente de pearson se pode verificar uma correlagdo
direta com a presenca de fenois totais, a atividade redutora e a concentracdo bactericida
minima ja que todos os valores foram quase 1.0. Esse € o primeiro relato da acédo
citoprotetora por parte da samambaia P. calomelanos em teste in vitro. A partir desses
resultados conclui-se que o extrato e a fragcdes de P. calomelanos podem ser uma alternativa
para citoprotecdo contra o metal pesado, o mercdrio, em microrganimos como bactéria e
fungo.

Palavras-chave: samambaia, cloreto de mercurio; citoprotecdo; fenois totais, atividade
antioxidante, Pityrogramma calomelanos



ABSTRACT

Heavy metals exert inhibitory action on various bodies acting in their growth, morphology,
metabolism, and also in its reproduction. The species studied fern is capable of
bioaccumulation of metals in their plant parts through phytoextraction, method of
bioremediation of contaminated soils. Based on this ability to cytoprotection tests with in
vitro models were conducted, aimed at evaluating the potential cytoprotective Pityrogramma
calomelanos Linnaeus Link. ethanolic extract and its fractions of ethyl acetate and methanol,
against the toxic potential of mercuric chloride for E. coli and C. krusei. The plant material
was prepared for testing for iron chelation, antioxidant activity (FRAP) and still allowed
flavonoids (EEPC: 35,65 ; FMPC: 7,18; FAEPC: 46,67) and phenolics (EEPC: 151; FMPC:
61,12; FAEPC: 118,44), as well as the microorganisms were revived in particular for use in
the Minimum Inhibitory Concentration test culture media (CIM ), the minimum microbicidal
concentration (MBC and CFM) of mercury toxic activity test. Statistical analysis ANOVA
followed by post hoc Tukey test and linear regression was used to measure the Effective
Concentration (ECsp) and the Pearson's correlation coefficient was performed to investigate
the relationship between chemical results with CBM and CFM. Differences at p <0.05 were
considered statistically significant. Chemical tests show the presence of flavonoids and
phenolics in amount of mg / g of quercetin and gallic acid, respectively. The FRAP test and
iron chelation also showed satisfactory results showing reductive capacity in the extract and
the fractions, especially in the methanol fraction and chelating ability on both, with sharper
action in the ethyl acetate fraction (65.83 mg equivalent to FeSO, / g sample). For results
CFM and CBM, CBM showed better results compared to CFM as the extract (CBM:
314,98Mm or 1270%; CFM: 19,69um or 146%) and fractions (CBM: FMPC: 194,85uM or
785%; FAEPC: 157,40uM or 634% and CFM: FMPC: 39,37 uM or 293%; FAEPC: 24,80
Mm or 185%) fern studied was able to inhibit the action of mercury on the species E. coli
extract as much of the fractions, which does not occurred with the extract in the CFM
presence of C. krusei. The presence of total phenol and flavonoids, can strengthen the action
of secondary metabolites acting as antioxidants evidenced mercury in the FRAP test. In
pearson coefficient can be seen a direct correlation with the presence of phenolic compounds,
the reductive activity and the minimum bactericidal concentration since all values were
almost 1.0. This is the first report of cytoprotective action by fern P. calomelanos in vitro test.
From these results it is concluded that the extract and fractions of P. calomelanos may be an
alternative for cytoprotection against the heavy metal, mercury, in microorganisms as bacteria
and fungus.

Keywords: fern, mercuric chloride; cytoprotection; total phenols; antioxidant activity,
Pityrogramma calomelanos
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1 INTRODUCAO

Os metais pesados sdo substancias altamente toxicas e dependendo da concentracdo
armazenada no organismo vivo ou no ambienteque pode causar danos (AGUIAR et al.,
2002). Em baixas concentracdes, alguns metais sdo essenciais para o crescimento de todos 0s
tipos de organismos, desde bactérias e plantas até o ser humano, porém, sua caracteristica
biocumulativa, ao atingir altas concentragdes, podem causar toxidade e afetar o crescimento
e a reproducdo nos sistemas bioldgicos (CELERE et al., 2007).

De acordo com Demirak (2006), citado por Andrade (2011) os metais pesados sdo
elementos quimicos naturalmente encontrados na natureza em pequenas concentragcdes, mas
com a chegada da industrializacdo e urbanizagdo, as concentracfes destes metais vém se
elevando a niveis maiores do que os naturais, ocasionando a contamina¢do dos ecossistemas
aquaticos e terrestres e consequentemente se tornando um dos maiores problemas ambientais
da atualidade.

Os metais pesados tdxicos em pequenas quantidades sdo o Berilio, Aluminio,
Cadmio, Chumbo, Urénio, Pluténio, e ainda os semimetais Arsénio, Selénio e o Antimonio
(LAZARO, 2008) e dentre estes metais, 0 Mercurio (Hg) é considerado um poluente de alto
risco (LIN e PEHKONEN, 1999) e ndo essencial ao metabolismo (WINDMOLLER et al,
2007). Este tem a capacidade de acumulacdo no solo por tempo prolongado, e em ambientes
aquaticos bioacumula na cadeia biolégica (BISINOTI e JARDIM, 2004; MIRANDA et al.,
2007), por exemplo, nos peixes, presente na dieta de varios seres, que o metaboliza
lentamente por cerca de um a trés anos (NASCIMENTO e CHASIN, 2001).

Além da dieta, os organismos adquirem este metal a partir da agua, do ar (BISINOTI
e JARDIM, 2004), assim como o exemplo da Baia de Minamata (Japdo) onde dejetos
industriais da companhia Chisso Fertilizer contendo mercudrio causou contamina¢do no
ambiente aquatico (NAOTO et al., 2001). Nos ambientes aquaticos, 0s microrganismos sao
responsaveis pela ciclagem aquatica do Hg, sendo esse ambiente aerébico ou anaeroébico, o
mercurio é metilado pelo metabolismo microbiano (MIRANDA et al., 2007; GRAZZIOTIN,
2010), bioacumulando, podendo ser utilizado no monitoramento global de poluicdo
(MARINS et al., 2004).

Em ambiente terrestre 0os microganismos também s&o responsaveis pela ciclagem do
carbono, producgéo de nutrientes e na fertilidade, além de influenciar a relacdo das plantas

com o solo (SIQUEIRA et al., 1994). No solo, a contaminacdo por metais pesados &
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determinada por um conjunto de elementos do mesmo e fatores quimicos, fisicos e
biologicos que influem na reatividade do ambiente. O Hg possui alta afinidade com matéria
organica formando complexos solUveis e insollUveis capazes de serem absorvidos por
plantas, por intermeédio da rizofiltracdo. No organismo de plantas capazes de bioacumular
metal, este pode sofrer os processos de fitovolatilizagdo, fitoextracdo, fitodegragdo, ou
fitoestabilizac&o, processos de fitorremediagio do solo (LAZARO, 2008).

Alguns estudos de fitorremediacdo de metais pesados foram realizados utilizando
samambaias, e a Pityrogramma calomelanos e Pteris vittat, entre outras plantas do cerrado
se mostraram capazes de acumular arsénio quando presentes em solo (OLIVEIRA et al.,
2009; OLIVEIRA, 2012). Estudos complementares apresentaram a Thelypteris salzmannii e
a Dicranopteris flexuosa como samambaias que podem ser utilizadas para a reabilitacdo de
areas contaminadas, sendo a mais expressiva para 0 As a segunda citada (SCHENEIDER et
al., 2012).

Baseando-se na premissa de acumulagdo de metais pela espécie Pityrogramma
calomelanos, foram realizados testes de citotoxicidade com modelos in vitro, objetivando a
avaliacdo do potencial citoprotetor de Pityrogramma calomelanos (L.) Link. (extrato
etandlico e fragcBes) quanto ao potencial téxico do cloreto de mercurio frente a E. coli e C.

krusei.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Avaliar na espécie Pityrogramas calomelanos Linnaeus Link. o potencial citoprotetor

ao cloreto de mercdrio frente a cepa bacteriana e fungica.

2.2 Objetivos Especificos

e Verificar a resisténcia microbiana ao cloreto de mercdrio combinado ao extrato
bruto e as fracGes acetato de etila e metanolica de P. calomelanos;

e Quantificar a presenca de compostos antioxidantes e quelantes no extrato bruto e
nas fragdes de P. calomelanos;

e Avaliar os possiveis efeitos de citoprotecdo com a presenca de compostos

antioxidantes e quelantes no extrato bruto e nas frac6es de P. calomelanos .
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 Material Vegetal

O extrato etandlico de P. calomelanos e as fragcdes acetato de etila e metandlica de P.
calomelanos foram cedidas por Me. Tedgenes M. Souza. Uma exsicata do material esta
depositada no Herbario Caririense Dardano de Andrade-Lima (HCDAL) sob o registro:
(5570).

Figura 1 Pityrogramma calomelanos (L.) Link.

Fonte: Cedida pela Me. Maria Flaviana Morais-Braga

3.2 Microrganismos

Os microrganismos utilizados foram a Escherichia coli ATCC 25922 e a Candida
krusei 02, cedida pelo Laboratorio de Micologia da Universidade Federal da Paraiba — UFPB.

3.3 Meios de cultura
Foram utilizados os seguintes meios de cultura: Agar Heart Infusion — HIA (Difco

Laboratories Ltda), para reavivamento dos microrganismos e Caldo Sabouraud Dextrose para
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os testes com cepas fungicas, ambos foram preparados de acordo com as especificacdes do
fabricante, e 0 Meio minimo M9 TRIS composto por solucdo de sais (KCI — 3,725g; NaCl —
1,24g; NH4Cl — 2,59; Na2HPO4.12H20 - 0,115g) enriquecido com glicose a 20%
(SAMBROOK et al., 1989) utilizado para os testes com cepas bacterianas. Todos 0s meios de

cultura foram esterilizados em autoclave a 121°C, 1atm por 20 minutos.

3.4 Inoculacéo dos microrganismos

Bactérias e fungos foram inoculados em Agar Heart Infusion — HIA (Difco
Laboratories Ltda) e incubados a 35 °C, aproximadamente, durante 24 horas.

3.5 Concentracao Inibitéria Minima (CIM)

A determinacdo da Concentracao Inibitdria Minima (CIM) foi realizada pelo método
de microdiluicdo em caldo. O in6culo foi depositado em solucdo salina para formar uma
suspensdo de 10°> Unidades Formadoras de colonia por mililitro (UFC/mL) Uma solucdo
contendo 900 pL BHI a 10% e 100 pL do inéculo foi colocado em cada um dos eppendorfs®.
Em seguida foi distribuido 100 pL desta solugdo em cada cavidade da placa de microdilui¢do
e logo ap6s adicionou-se 100 pL do produto natural na primeira cavidade, sendo passado para
as demais, atraves de sucessivas diluicdes na proporcdo de 1:1, até a penultima cavidade,
sendo a ultima cavidade reservada para controle. As concentracbes das amostras nos pocos
variaram de 512-8 pg/mL. 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
incubagdo, 20 pL da solugdo 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 visualizagéo da CIM,
definida como a menor concentracdo capaz de inibir o crescimento microbiano, evidenciado
pela cor azul inalterada (NCCLS, 2003). Um ensaio piloto utilizando apenas o DMSO foi
realizado, mas nenhuma atividade antimicrobiana ou moduladora foi verificada, indicando

ndo apresentar toxidade.
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3.6 Avaliagéo do Potencial Citoprotetor em Modelo Microbiano contra Cloreto De

Mercurio

Para a avaliacdo do efeito protetor do extrato e das fracGes de P.calomelanos contra o
metal pesado, foram preparados eppendorfs® contendo concentracdes sub-inibitorias das
amostras e suspensdes de 10° UFC/mL de E. coli em meio M9 Tris com 20% de glicose e
eppendorfs® com 10° UFC/mL de C. krusei em meio Sabouraud a 10%. Cada solucdo foi
distribuida nas cavidades da placa de 96 pocos. Logo em seguida 100 pL de cloreto de
mercurio foi adicionado na maior concentragdo do cloreto de mercurio na primeira cavidade
seguindo com sucessivas microdiluicdes até a penudltima cavidade. A concentracdo do metal
variou de 500 a 0,49 uM. As placas de microdiluicdo foram incubadas por 48 h a 35 °C, em
estufa.

Em seguida, a Concentracdo Bactericida Minima (CBM) e a Concentracdo Fungicida
Minima (CFM) foram determinadas como as menores concentragdes capazes de matar o
crescimento dos microrganismos. Foi utilizado placas de petri com HIA para transferéncia das
solugdes incubadas em placas de microdiluicdo. Uma aliquota de cada po¢o da placa de
microdilui¢do foi subcultivada em placas de Agar Heart Infusion — HIA. Apds 24 horas de
incubacéo a 35 °C, realizou-se leitura, com a finalidade de observacdo do crescimento das
colonias. As leituras das CBM e CFM foram realizadas com base no crescimento dos
controles, sendo considerada CBM e CFM, as menores concentracdes das amostras capazes
de inibir crescimento visivel do subcultivo (SHADOMY, ESPINELINGROFF e
CARTWRIGHT, 1985).

3.7 Ensaio FRAP — Método de Reducéo do Ferro

Uma modificacdo no método de Benzie e Strain (1999) para o teste de Flourescence
Recovery After Photobleaching (FRAP) foi realizada para as analises das amostras. As
solucgdes estoque incluem um tampdo acetato 300 mM de pH 3,6 , TPTZ (2,4,6 —tripyridyls-
Triazina) 10 mM em 40 mM HCI e FeCl3.6H,O0 20 Mm na propor¢do de 10:01:01 no
momento da utilizacao.

As amostras (0,15 mL) foram misturadas para reagir com 2,85 mL de solucdo de
FRAP durante 30 minutos no escuro em temperatura ambiente, apds isso, as amostras foram
mensuradas em espectrofotdmetro com comprimento de onda 593nm. Os resultados foram

expressos em mg equivalentes de FeSO,/g de amostras, interpolando este valor na curva de


http://www.bio.davidson.edu/molecular/FRAPx/FRAP.html
http://www.bio.davidson.edu/molecular/FRAPx/FRAP.html
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calibracdo construida com os padrdes de FeSO,4, em diferentes concentracdes (125 a 1000

pg/mL).
3.8 Fendis totais

A quantidade de fenois totais foi quantificada adicionando-se 200 pL de cada amostra
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. Apds 1 hora foi medida a absorbancia em espectrofotdmetro com comprimento de
onda de 765 nm. O branco foi determinado com todos os reagentes, porem o extrato foi
substituido por agua destilada. A média das trés leituras foi usada para determinar os fendis
totais, expressos como miligramas equivalentes de acido galico/grama de extrato,
interpolando este valor na curva de calibracdo construida com os padrées de &cido galico em

diferentes concentragdes (300 a 5 ug/mL).
3.9 Flavonoides

Foram preparadas solucdes do extrato e fragcdes (800 a e 100 pg/mL) e utilizado 1 mL destas
adicionando-se 1 mL cloreto de aluminio (AlICl3) com contragdo de 2% peso/volume. No tubo
que foi determinado como branco, o volume adicionado de cloreto de aluminio foi substituido
por agua destilada. Apds 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 determinacgdo da quantidade de flavonoides totais e expresso como miligramas de
quercetina equivalentes / grama de extrato, interpolando este valor na curva de calibracédo
construida com os padrdes da quercetina, utilizando diferentes concentracdes (200 a 0,78

pg/mL) diluida em etanol 80%.

3.10 Atividade Quelante de Ferro

A metodologia utilizada foi de Benzie e Strain, (1996) e Benzie e Szeto (1999)
adaptada para o ensaio. O principio baseia-se na formacao 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 varias
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concentragOes 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 conteudo de atividade de
quelacéo foi extrapolada a partir de uma curva padrdo, utilizando FeSO, (doses graduais 500
- 3000ug/ml). A atividade quelante foi expressa em equivalentes g de FeSO,4 por g de extrato

e os valores foram apresentados como média das andlises da triplicata.

3.11 Analise estatistica

A andlise estatistica foi realizada através do software v4.0 Prisma ™ (GraphPad ®
Software, San-Diego, California, EUA). Todos os ensaios quimicos foram realizados em
triplicata e os dados foram expressos em média + erro padrdo da média (EPM) através da
Analise de variancia (ANOVA) por uma via pelo teste post hoc de Tukey. Modelos de
regressdo linear foram gerados para analisar os resultados das CEsz e através do coeficiente de
Pearson (r), foi avaliada a correlagéo entre os resultados obtidos neste trabalho. Diferencas em

p<0,05 foram consideradas estatisticamente significativas.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

PRODUCAO DERIVADA DO PROJETO

Caro leitor o presente trabalho teve como resultado a producdo de um capitulo de livro
intitulado: “Samambaias como agentes de protecdo contra a contaminagdo com cloreto de
mercurio: o exemplo da Pityrogramma calomelanos Linnaeus Link e uma pequena revisao”

submetido e aceito pela editora Nova Sciences Publishers.
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4.1 Samambaias como agentes de proteccdo contra a contaminacdo com cloreto de
mercario: o exemplo da Pityrogramma calomelanos Linnaeus Link e uma pequena
revisao

Ferns as protective agents against the contamination with mercurium chloride: the example of Pityrogramma

calomelanos Linnaeus Link and a short review

Luciene F. Lima, Fernando G. Figueredo, Maria Audilene Freitas, Gioconda M.
Andrade, Rosimeire S. Albuguerque, Maria Flaviana B. Morais-Braga, Jodo Victor A.
Ferreira, Joara N. P. Carneiro, Dara lzabel V. de Brito, Anne Karyzia L. S. Lavor,
Ednardo Fagner F. Matias, Antonio J. T. Machado, Irwin R. A. Menezes e Henrique D.
M. Coutinho

* Autor para correspondéncia:

Henrique Douglas Melo Coutinho

Laboratdrio de Microbiologia e Biologia Molecular, Universidade Regional do Cariri —
URCA, Crato-CE, Brasil. Rua Cel. Antonio Luis 1161, Pimenta, 63105-000. Fone:
+55(88)31021212; Fax +55(88) 31021291. E-mail: hdmcoutinho@gmail.com
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Resumo

As Pteriddfitas apresentam-se em diversos ecossistemas mundiais, desde regiGes artico-
alpinas a florestas tropicais Umidas. No entanto, samambaias e licofitas também podem
ocorrer em regides semi-aridas do Brasil conhecida como Caatinga e no estado de Minas
Gerais, sendo 0 género mais abundante o Anemia. Estima-se que existam cerca de 45.000 a
60.000 espécies vasculares no Brasil o que representa 20% da flora mundial. As evidéncias
fossiliferas demonstram o sucesso ecoldgico ao longo da histéria da Terra das plantas
vasculares, registros informam que possivelmente as pteridofitas habitam a Terra desde o final
do periodo Devoniano e inicio do periodo Carbonifero e de acordo com a moderna analise
Cladistica existem samambaias datadas do Periodo Triassico Superior. As pteriddfitas sao
muito utilizadas pelo homem, desde o uso como plantas ornamentais, como matéria-prima
para a fabricacdo de artesanatos, como cosmeéticos, na alimentacdo e na medicina popular.
Estudos na India, no distrito de Darjeeling, extratos de Cyclosorus interruptus (Willd) H.I. e
de Gleichenia microphylla R.Br, Microsorium pteropus (Bl.) e Athyrium filix-femina (L.)
apresentaram potencial antibacteriano. As pteridofitas também podem ter acdo antiparasitéria,
no qual o estudo evidenciou a atividade tripanocida, antileishmania por parte da
Pityrogramma calomelanos L. (Link). Para aprofundar o conhecimento sobre a Pityrogramma
calomelanos (L.) Link foram realizados testes de citoprotecdio em modelo fungico e
bacteriano contra um metal pesado capaz de produzir radicais livres, o cloreto de mercdrio. 0s
resultados demonstraram ser satisfatorios para P. calomelanos, possivelmente isso se deve aos
seus componentes antioxidantes evidenciados nos testes de FRAP, Fendis totais e Flavonoides
e ainda no teste de quelacdo. Esse trabalho é o primeiro relato da acéo citoprotetora por parte
de uma samambaia e esse estudo teve como base bibliografias que indicaram a capacidade de
fitorremediacdo de solos contaminados por metais que utilizaram tanto a P. calomelanos
como outras samambaias. A andlise da P. calomelanos (L.) Link em teste de citoprotecdo
demonstrou efeito antagdnico tanto na presenca de bactérias com de fungos, e a partir disso,

pode-se evidenciar mais uma bioatividade por parte de uma pteriddfita.
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Introducéo

O termo “Pteridofitas” se refere a plantas vasculares sem sementes (PRADO,
2005),esse termo € usado tradicionalmente, o que ndo remete a real classificagdo dessas
plantas. Uma nova classificacdo foi estabelecida por estudos de SMITH et al. (2006; 2008) a
partir de dados morfoldgicos em cloroplastos, mitocéndrias e no nucleo das células do grupo
parafilético Pteridofitas. A partir de marcadores moleculares do cloroplasto (rbcL, atpA, atpB,
accD, rps4, 16SrDNA, ITS), um marcador molecular nuclear (185 DNAr) e marcadores
mitocondriais (atpl, nad2, nad5) a classificagdo das samambaias tornou-se monofilética, no
qual as plantas vasculares distinguem-se entre licéfitas e as eufildfitas, sendo esta ultima
dividida em espermatdfitas e monilofitas (samambaias).

As monildfitas sdo plantas com sementes livres (esporos), vasculatura distinta com
protoxilema confinado a lobos do corddo do xilema (PRYER, 2004) e esses organismos
reproduzem-se por alternancia de geracdes em duas fases, a gametofitica e a esporofitica
(PRYER, 2004; TRYON e TRYON, 1982).

As monildfitas apresentam-se em diversos ecossistemas mundiais, desde regifes
artico-alpinas a florestas tropicais Umidas (PAGE, 1979). Ocorre em toda a extensdo do Brasil
e € dependente da umidade relativa do ar elevada, sombra e temperaturas amenas (PRADO,
2003), essa caracteristica torna seu ciclo de vida dependente de agua disponivel no ambiente
para a germinacdo dos esporos e durante a fecundagcdo (BARROS et al., 2002). No entanto,
registros de Xavier, Barros e Santiago (2012) demonstraram que samambaias e licéfitas
também podem ocorrer em regides semi-aridas do Brasil conhecida como Caatinga e no
estado de Minas Gerais, sendo 0 género mais abundante o Anemia.

Ainda nesses termos, as plantas vasculares possuem grande tolerdncia a altas
temperaturas, com grande luminosidade e escassez de agua como ocorre em ambientes
deseérticos. Um exemplo é a Sphaeropteris cooperi que sobrevive a uma temperatura de 41 °C,
e ao excedé-la passa a ndo produzir clorofila suficiente (HIETS, 2010); as samambaias
Polypodium vulgare e Selaginella lepidophyla também sobrevivem em temperaturas altas
(KAPPEN, 1966; EICKMEIER, 1986 apud HIETS, 2010).

Familia Pteridaceae e a espécie Pityrogramma calomelanos (L.) Link

A morfologia dessa familia € muito diversificada, sendo dificil distingui-la atraves de

uma unica caracteristica. Possui distribuicdo ampla, ocorrendo em regides tropicais e
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subtropicais (PERES, et al., 2004) e em ecossistemas de grande variedade de microhabitats
ao nivel do mar e também em elevadas altitudes. Ocorrem em regiGes artico-alpinas ao
interior de florestas tropicais Umidas, em areas subdesérticas no interior dos continentes até
regibes rochosas costeiras e mangues (MELO e SALINO, 2002 apud PAGE, 1979).
Apresenta grande heterogeneidade morfoldgica, a qual constitui diversidade de grupos de
géneros, reunidos em tribos ou subfamilias (PRADO e WINDISCH, 2000).

Segundo SMITH et al. (2006) a familia Pteridadeae possui 50 géneros, 1000
especies, sendo que 10% ¢é representada por samambaias leptosporangiate. A mais recente
classificacdo dessa familia, pode distingui-la em familia Pteridaceae e familia Vittariaceae.
A familia Pteridaceae posteriormente foi agregada em seis subfamilias: Adiantoideae,
Ceratopteridoideae, Cheilanthoideae, Platyzomatoideae, Pteridoideae e Taenitidoideae
(TRYON et al.,, 1990; KRAMER, 1990). Essa familia possui alguns clados que estdo
caracterizados por suas preferéncias ecoldgicas. Pensa-se que a diversificacdo nesta familia
se deu pela influencia ecoldgica fazendo com a mesma obtivesse um sucesso estavel em
diversos ambientes: terrestres, epifitico e aquaticos (manguezais, pantanos de agua doce)
(SCHUETTPELZ et al., 2007).

O género Pityrogramma contém 17 espécies, sendo que 12 espécies apresentam-se na
América Tropical e ¢ comum em bordas de trilhas e estradas e em &reas sob acdo antropica,
de alta ou baixa elevacédo (PRADO, 2005).

A espécie P. calomelanos (L.) Link é da familia Pteridaceae e subfamilia
Pteridoideae (LINDSAY e MIDDLETON, 2014) caracteriza-se pela presenca na lamina
foliar de uma cera branca ou amarelada recobrindo parte da superficie abaxial e pelos
esporangios dispostos ao longo das nervuras (PRADO, 2005). E uma planta terrestre,
encontrada em varios estados, se estendendo por todo o territério nacional (MORAN, 1995).

Tem como sinonimia o nome Acrostichum calomelanos e é conhecida pelos nomes
populares de feto-branco, avenca-branca ou avenca-preta (CORREA, 1984) e ¢ indicada
contra disturbios renais, como adstringente, analgésico, antihemorrégico, depurativa peitoral,
emenagogo, antigripal, anti-hipertensivo, antitérmico, antitussigeno e estimulante da
circulacdo sanguinea (MAY, 1978; BARROS e ANDRADE, 1997).
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Figura 2 Observacao da area superficial e abaxial de P. calomelanos (L.) Link

Legenda: a)Observacdo parcial da area superficial e abaxial; b) Cera branca na superficie abaxial da lamina
Fonte: Imagens disponibilizadas por Robbin Mooran, New York Botanical Garden, disponivel no website
www.plantsystematics.org.

Bioatividade das Pteridofitas

As samambaias sdo muito utilizadas pelo homem, com finalidade ornamental
(ABRAHAM, RAMACHANDRAN e SOFIA, 2012), como matéria-prima para a fabricacdo
de artesanatos, cosméticos, na alimentacdo e na medicina popular (MORAIS-BRAGA, et al.,
2012).

O conhecimento sobre as plantas medicinais representa varias vezes o Unico recurso
disponivel para o tratamento de diversas patologias. A experiéncia popular sobre a utilizaco
de fitoterapicos contribui de forma indispensavel para a divulgacdo das acfes curativas dos
vegetais, utilizados rotineiramente pelos efeitos medicinais que apresentam, apesar da ndo
identificacdo dos metabolitos secundarios das plantas indicadas para suas diversas
enfermidades (MACIEL, et al., 2002).

Estudos de Zhang et al. (2012) mostram anéalises das partes da samambaia Dryopteris
erythrosora com bioatividade forte para eliminacdo de radicais livres devido a presenca de
flavonoides totais, assim como as pteridofitas Abacopteris penangiana, Huperzia selago,
Equisetum arvense, Dryopteris crassirhizoma, entre outras, que ap0s andlises foram
constatadas a presenca de componentes antioxidantes como flavan-4-ol glicosideos,
abacopterinas, huperzina A, isoquercetina, acido di-E-caffeoyl-mesotartarico, entre outros
componentes (TALUKDAR et al., 2011).

Um grupo de sete componentes, derivados de chalconas, foram encontrados na

samambaia Cyclosorus parasiticus com capacidade de causar apoptose em células tumorais.


http://www.plantsystematics.org/
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Foram utilizadas células tumorais de cancer de pulmé&o, carcinoma hepatocelular, cancer de
mama, leucemia e céncaer de péancreas. Dos sete compostos, dois mostraram alta
citotoxicidade contra as células do carcinoma hepatocelular(WEI, et al., 2013) assim como
nos estudos de Tomsik (2013), que demonstram a presenca de compostos fendlicos
(flavondides), esterdides, alcaldides e terpendides (pterosins) considerados anticancerigenos
extraidos das pteridofitas. Contudo, Tomsik sugere que mais samambaias sejam avaliadas,
pois 0s habitats dessas plantas estdo sendo devastados, 0 que pode levar consigo espécies
endémicas e raras com potencial medicinal.

A presenca de compostos antioxidantes como flavondides nas samambaias, mostra a
possivel capacidade de reducdo ou eliminacdo de radicais livres (MIR, SHAKOOR A. et al.,
2013; SOARE et al., 2012; SUKUMARAN et al., 2012). A samambaia aquatica Azolla
microphylla foi estudada por Selvaraj et al. (2013) e dois compostos bioativos foram isolados
e identificados como rutina e quercetina, compostos polifenolicos com potencial antioxidante.
Extratos metanolico e etanolico foram preparados com Marsilea quadrifoliais por Mathangi e
Prabhakaran (2013) para verificar a presenca de compostos antioxidantes e seus resultados
demonstraram ser positivos para 0 extrato metanolico de M. quadrifoliais, assim como o
estudo de PONNUSAMY, et al. (2013) ao estudar trés samambaias utilizadas na medicina
tradicional da Malésia, (Stenochlaena palustris, Drynaria quercifolia e Dicranopteris
linearis) contra infecgdes, evidenciou a atividade antioxidante e antibacteriana.

Ainda na Malasia, investigacdes in vitro de extratos aquosos de Phymatopteris triloba
foram realizados e estes apresentaram atividade antibacteriana, antiglicosidase e também
antioxidante, com a presenca de contéudos de flavondides, acidos hidroxicindmicos, e
proantocianidinas. A analise de Stenochlaena palustris, muito usada como planta ornamental
(LIU et al., 2012) e na medicina tradicional (SINGH e SINGH, 2012; NEYRA, 2013), é uma
samambaia com alto potencial antioxidante devido a presenca de compostos fenolicos
(antocianinas) e com alta especificidade para a tividade quelante de metais (CHAI, 2013;
2012).

Confirmando essa funcionalidade, as espécies de samambaias P. biaurita, L.
flexiuosam, H. arifolia, A.radiata e A. latifolium foram estudadas em extratos de benzeno,
cloroférmio, metanol, éter de petréleo e em agua destilada atraves de analise fitoquimica.
Diversificadamente, apresentaram esteroides, triterpendides, agucares redutores, agucares,
alcaldides, compostos fenodlicos, flavonoides, catequinas, taninos, antroquinonas e
aminoéacidos (DE BRITO et al., 2012).
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Samambaias estudadas na Inglaterra por Harper, Cooper-driver e Swain (1976) da
familia Pteridaceae, Sinopteridaceae, Vittariaceae, Dennstarditiaceae, entre outras,
apresentaram resultados positivos a acdo cianogénica, uma defesa desses organismos contra
animais, insetos e predadores. 1sso ocorre pela hidrolise de glicosideos cianogénicos que séo
capazes de liberar &cido cianidrico (HARBORNE, 1984).

Essa capacidade antiinseticida foi reportada pelo estudo de Gracelin et al. (2012) no
qual ressaltou a atividade antibacteriana de A. caudatum L., P. argyraea, P. confusa, e L.
microphyllu em plantas com a mancha-bacteriana causadapor Xanthomonas campestris pv .
centellae. Conforme a autora, o uso das samambaias seria um método vantajoso, j& que 0s
pesticidas causam danos ambientais; e uma caracteristicas das pteridéfitas € a resisténcia a
patdgenos microbianos, fator importante no sucesso evolutivo e na sua permanéncia por mais
de 350 milhdes de anos nos mais diversos ambientes (SHARMA e VYAS, 1985).

Um estudo na China evidenciou uma possivel atividade inseticida por parte de
samambaias e gimnospermas. A utilizacdo dessas plantas ndo séo usuais para a producéo de
inseticidas, porém de acordo com HUANG et al. (2010) é possivel encontrar compostos que
se originaram no final do Mesozoico com atividade inseticidas presentes em samambaias e
gimnospermas. Seus resultados mostraram uma alta taxa de toxicidade nos modelos testes de
Musca domestica e Aedes albopictus. A Pteridium aquilinum foi analisada a partir de seu
extrato bruto da planta seca. Os resultados apontaram para a acdo repelente e inseticida
detodas as formulacdes da planta, ocasionando efeitos de ndo-preferéncia alimentar, reducédo
da sobrevivéncia e prole animal (LOVATO et al., 2013).

Outros exemplos de atividade antimicrobiana sdo muito bem relatados por varios
autores (PAL et al., 2013; AHMED, et al.; 2012). Espécies conhecidas como D. quercifolia,
D. heterophyllum, D. lineares, B. Orientale e etc do Western Ghats (India) apresentaram
agentes bioativos com largo espectro antimicrobiano (MITHRAJA et al., 2012) assim como
Thelypteris interrupta (Wild.) e Marsilea minuta L. (PANDA et al., 2014). Outros estudos,
também na India, no distrito de Darjeeling, extratos de Cyclosorus interruptus (Willd) H.I. e
de Gleichenia microphylla R.Br, Microsorium pteropus (Bl.) e Athyrium filix-femina (L.)
apresentaram potencial antibacteriano (PAL, 2012). Adiantum capillus veneris apresentou
componentes fitoquimicos capazes de ter tanto atividade antibacteriana como antifungica
(ISHAQ et al., 2014).

Confirmando a capacidade antimicrobiana das samambaias, foi estudada a atividade
antibacteriana e atividade antifungica dos extratos etandlico, metandlico e acetato de etila de

Ligodium venustum na presenca de antibioticos da classe dos aminoglicdsideos e antifungicos
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classicos contra microorganismos como E. coli, S. aureus, P. aeruginosa, C. krusei, C.
tropicalis e C. albicans. Os testes antifingicos ndo apresentaram resultados clinicos fortes,
contudo, significativamente, os testes antibacterianos apresentaram uma nova alternativa para
combater a resisténcia bacteriana. Os extratos combinados apresentaram uma colaboracao

sinérgico-agonista com os componentes terapéuticos (MORAIS-BRAGA et al., 2013).

Figura 3 Exemplares de samambaias com bioatividade descrita no texto

Adiantum latifoliumLam. Microsorium pteropus Lygodium flexuosam
Familia Polypodiaceae Lygodiaceae

YR N S
Stenochlaena palustris Acrostichum aureum L. Pteris vittata
Blechnaceae Pteridaceae, subfamilia Parkerioideae | Pteridaceae, subfamilia Pteridoideae

Fonte: Lindsay, S. & Middleton, DJ (2012 em diante). Samambaias da Tailandia, Laos e Camboja. http://rbg-
web2.rbge.org.uk/thaiferns/

Uddin et al. (2013) isolaram da pteridofita Acrostichum aureum L. (Pteridaceae) por
HPLC o composto derivado do acido éster ftalico o, 2" - (metoxicarbonil) -5" - metilpentil 2'-
metil-ftalato das partes aéreas da samambaia em um mangue em Bangladesh. Os resultados
desse trabalho sdo promissores para o tratamento contra o virus da dengue, o virus da

influenza humana e chikungunya.


http://rbg-web2.rbge.org.uk/thaiferns/
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Além das bioatividades citadas, as pteridofitas também podem ter acdo antiparasitaria,
como no relato de SOUZA (2012a,2012b,2012c¢) no qual o seu estudo evidenciou a atividade
tripanocida, leishmanicida e foi realizada uma analis citotoxica da Pityrogramma calomelanos
L. (Link), além da atividade antibacteriana associada a aminoglicosideos, podendo ser mais
uma alternativa contra a resisténcia bacteriana.

Para aprofundar o conhecimento sobre a Pityrogramma calomelanos L. (Link). foram
realizados testes de citoprotecdo com a utilizacdo de um metal pesado capaz de produzir
radicais livres, o cloreto de mercurio. Esse teste de citoprotecdo foi realizado utilizando
microorganismos, os resultados demonstraram ser satisfatorios para P. calomelanos.

Pensa-se que esse resultado se deve aos seus componentes antioxidantes encontrados
em testes de FRAP, fenois totais e flavondides e ainda no teste de quelacdo. Esse € o
primeiro relato da acdo citoprotetora por parte de uma samambaia. Esse estudo teve como
base bibliografias que indicaram a capacidade de fitorremediar solos contaminados por
metais que utilizaram tanto a P. calomelanos como outras samambaias (FUKUSHI et al.,
2003; OLIVEIRA, 2012; OLIVEIRA et al., 2009; FRANCESCONI et al., 2002).

ESTUDO DE CASO: Avaliacgdo do potencial antitoxico de Pityrogramma calomelanos

Linnaeus Link. contra o efeito do mercurio

Alguns metais pesados sdo definidos como elementos metélicos devido a sua
densidade que excede 5,0 g/cm® (FOSTNER e WITTMAN, 1983) e sdo consideradas
substancias altamente tdxicas, porém a toxicidade depende de sua concentracdo armazenada
no organismo vivo ou ambiente, o que os torna altamente perigosos (FOSTNER e
WITTMAN, 1983; PEIINENBURG, 2004) e também depende de sua biodisponibilidade. O
termo biodisponibilidade pode ser definido como a fracdo de metal que estd ou pode estar
disponivel para ser absorvida e causar efeitos nefastos nos organismos (PEIJNENBURG,
2004).

Os metais pesados exercem acdo inibitdéria nos microrganismos atuando no seu
crescimento, morfologia, metabolismo e também exercendo pressdo seletiva na comunidade
microbiana. Agem no bloqueio de grupos funcionais de enzimas e polinucleotideos e no
sistema de transporte de nutrientes, deslocamento e substituicbes de ions essenciais
(PEREIRA et al., 2010).

Relata-se que os metais presentes nos efluentes industriais reduzem a capacidade

autodepurativa das aguas, devido a agédo toxica que eles exercem sobre 0s microrganismos
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responsaveis pela recuperacdo das guas, por meio da decomposicdo de materiais organicos
(AGUIAR, et al., 2002).

O mercurio € bastante utilizado no monitoramento global de poluicdo, demonstrando
assim seu carater poluidor devido a sua extensa utilizacdo nos anos 70 pelas inddstrias, e
toxidez na sua forma metilada sobre o sistema nervoso central e sua retengdo nos sedimentos
(MARINS et al., 2004).

Alguns estudos foram realizados utilizando plantas para a fitorremediacdo de metais
pesados com samambaias, e a Pityrogramma calomelanos e Pteris vittat, entre outras plantas
do cerrado se mostraram capazes de acumular Arsénio (As) quando presentes no solo
(OLIVEIRA et al., 2009; OLIVEIRA, 2012). Estudos complementares apresentaram a
Thelypteris salzmannii e a Dicranopteris flexuosa como samambaias que podem ser
utilizadas para a reabilitacdo de areas contaminadas, sendo a mais expressiva para 0 As a
segunda citada (SCHENEIDER et al., 2012).

Baseando-se na premissa de acumulagdo de metais pela espécie Pityrogramma
calomelanos, foram realizados testes de citotoxicidade com modelos in vivo, objetivando a
avaliacdo do potencial antitoxico de Pityrogramma calomelanos (L.) Link. (extrato etandlico

e fragBes) quanto ao potencial toxico do cloreto de mercurio frente a E. coli e C. krusei.

MATERIAIS E METODOS

Material Vegetal

Folhas de P. calomelanos foram coletadas na encosta da Chapada do Araripe, no
municipio do Crato, sul do Ceara, Brasil (Figura 4 e 5), e 0s extratos foram preparados por
Me. Tedgenes M. Souza, o qual cedeu o material para este estudo.

Uma exsicata do material coletado foi depositada no Herbario Dardano de Andrade-
Lima (HCDAL) da Universidade Regional do Cariri — URCA e identificada por Dr. Antonio

Alamo Feitosa Saraiva e depositada sob o registro: 5570.
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Figura 4 Municipio de Crato (em amarelo), Ceara, Brasil
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Figura 5 Localizacdo da area de coleta de P. calomelanos (Parque Granjeiro, Crato -
CE, Brasil)
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Figura 6 Habito de Pityrogramma calomelanos (L.) Link.

Fonte: Cedida pela Me. Maria Flaviana Morais-Braga

Microrganismos

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

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

Meios de cultura

Foram utilizados os seguintes meios de cultura: Agar Heart Infusion — HIA (Difco
Laboratories Ltda) na concentragdo indicada pelo fabricante, Caldo Sabouraud Dextrose e o
Meio minimo M9 TRIS (SAMBROOK et al., 1989, modificado).Todos 0s meios de cultura
foram preparados de acordo com as especificacOes do fabricante e esterilizados em autoclave

a 121°C, a latm por 20 minutos.

Inoculagdo dos microrganismos
Bactérias e fungos foram inoculados em Agar Heart Infusion — HIA (Difco

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

A determinacdo da Concentracdo Inibitéria Minima (CIM) foi realizada pelo método
de microdiluicdo em caldo. O ino6culo foi depositado em solugédo salina para formar uma
suspensdo de 10° UFC/mL Uma solugo contendo 900 puL BHI a 10% e 100 pL do inéculo foi
colocado em cada um dos eppendorfs®. Em seguida foi distribuido 100 pL desta soluc&o em
cada cavidade da placa de microdiluicdo e logo ap6s adicionou-se 100 pL do produto natural
na primeira cavidade, sendo passado para as demais, através de sucessivas diluicbes na
proporgdo de 1:1, até a penultima cavidade, sendo a Ultima cavidade reservada para controle.
As concentracOes das amostras nos pocos variaram de 512-8 pug/mL. 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 solugdo indicadora de
resazurina sodica (Sigma) em agua destilada estéril na concentracdo de 0,01% (p/v). Apos a
incubagdo, 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 visualizagéo da CIM,
definida como a menor concentracdo capaz de inibir o crescimento microbiano, evidenciado
pela cor azul inalterada (NCCLS, 2003). Um ensaio piloto utilizando apenas o DMSO foi
realizado, mas nenhuma atividade antimicrobiana ou moduladora foi verificada, indicando

ndo apresentar toxidade.

Avaliagdo do potencial citoprotetor em modelo microbiano contra cloreto de mercario

Para a avaliacdo do efeito protetor do extrato e das fracGes de P.calomelanos contra o
metal pesado, foram preparados eppendorfs® contendo concentracdes sub-inibitorias das
amostras e suspensdes de 10° UFC/mL de E. coli em meio M9 Tris com 20% de glicose e
eppendorfs® com 10° UFC/mL de C. krusei em meio Sabouraud a 10%. Cada solucdo foi
distribuida nas cavidades da placa de 96 pocos. Logo em seguida 100 pL de cloreto de
mercurio foi adicionado na maior concentracdo do cloreto de mercurio na primeira cavidade
seguindo com sucessivas microdiluigdes até a penultima cavidade. A concentracdo do metal
variou de 500 a 0,49 pM. As placas de microdiluicdo foram incubadas por 48 h a 35 °C, em

estufa.
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Figura 7 Placas de microdiluicédo (a); Esquema da placa de petri para leitura da CBM e
CFM (b)

Fonte: autora

Em seguida, a concentracdo bactericida minima (CBM) e a Concentragdo Fungicida
Minima (CFM) foram determinadas como as menores concentracdes capazes de matar o
crescimento dos microrganismos. Foi utilizado placas de petri com HIA para transferéncia das
solugdes incubadas em placas de microdiluicdo. Uma alcada de cada poco da placa de
microdiluicdo foi subcultivada em placas de Agar Heart Infusion — HIA. Apds 24 horas de
incubacédo a 35 + 2°C, realizou-se leitura, com a finalidade de observagéo 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 concentracdes das amostras capazes
de inibir crescimento visivel do subcultivo (SHADOMY, ESPINELINGROFF e
CARTWRIGHT, 1985).

Ensaio FRAP — Método de Reducéo do Ferro

Uma modificacdo no método de Benzie e Strain (1999) para o teste de Flourescence
Recovery After Photobleaching (FRAP) foi realizada para as analises das amostras. As
solucdes estoque incluem um tampéo acetato 300 mM de pH 3,6 ( 3,19 de acetato de sodio tri-
hidratado e adicionar 16ml de &cido acético glacial e fazer um volume de 1L com &gua
destilada), TPTZ (2,4,6 —tripyridyls- Triazina) 10 mM em 40 mM HCI e FeCl3.6H,0 20 mM.

A solucéo de trabalho foi preparada misturando 25 ml de tampéo de acetato, 2,5 mL
TPTZ e 2,5 mL de FeCl;.6H,0O na propor¢do de 10:01:01 no momento da utilizacdo. A
temperatura da solucéo 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

temperatura ambiente (t), apds isso, as amostras foram mensuradas em espcetrofotdmetro com


http://www.bio.davidson.edu/molecular/FRAPx/FRAP.html
http://www.bio.davidson.edu/molecular/FRAPx/FRAP.html
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comprimento de onda 593nm. Os resultados foram expressos em mg equivalentes de FeSO,/g
de amostras, interpolando este valor na curva de calibragdo construida com os padrdes de

FeSQ,, em diferentes concentracfes (125 a 1000 pug/mL).

Fendis totais

A quantidade de fendis totais, realizada em triplicata, foi determinada adicionando-se
200 pL de cada amostra (800 a 100 ug/mL de agua) a 1 mL de reagente de Folin-Ciocalteau
(10% v/v) sendo agitada por 1 minuto. Em seguida acrescentou-se 800 ulL 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
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 padr@es de &cido galico em diferentes concentragdes (300 a 5 pg/mL).

Flavonoides

Foram preparadas solucdes do extrato e fraces (800 a 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 flavonoides totais e expresso
como miligramas de quercetina equivalentes / grama de extrato, interpolando este valor na
curva de calibracdo construida com os padrGes da quercetina, utilizando diferentes

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

Atividade quelante de ferro

A metodologia utilizada foi de Benzie e Strain, (1996) e Benzie e Szeto (1999)
adaptada para o ensaio. O principio baseia-se na formacéo do complexo O-fenantrolina-Fe?* e
a sua ruptura, na presenca de agentes quelantes. A mistura de reagdo contendo 1 mL de 0,05%

de O-fenantrolina em 2 mL de metanol com cloreto férrico (200 uM) e 2 mL de varias
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concentragOes 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
quelacéo foi extrapolada a partir de uma curva padréo, utilizando FeSO, (doses graduais 500 -
3000ug/ml). A atividade gquelante foi expressa em equivalentes g de FeSO,4 por g de extrato e

os valores foram apresentados como média das analises da triplicata.

Andlise estatistica

A andlise estatistica foi realizada através pelo software v4.0 Prisma ™ (GraphPad ®
Software, San-Diego, California, EUA). Todos os ensaios quimicos foram realizados em
triplicata e os dados foram expressos em média + erro padrdo da média (EPM) através da
Analise de variancia (ANOVA) por uma via pelo teste post hoc de Tukey. Modelos de
regressdo linear foram gerados para analisar os resultados das Concentragdes Efetivas (CEsp)
e através do coeficiente de Pearson (r), foi avaliada a correlacdo entre os resultados obtidos

neste trabalho. Diferencas em p<0,05 foram consideradas estatisticamente significativas.

Resultados e Discussao

Na tabela 1 pode-se verificar o teor fendlico total e o de flavonoides de
P.calomelanos (L.) Link. O teor mais elevado de flavonoides foi encontrado na fracdo
acetato de etila de P. calomelanos (FAEPC) seguida do extrato etanolico de P. calomelanos
(EEPC). Para o teor de fendis fotais, o extrato demonstrou melhor resultado seguido da
fracédo acetato de etila.

Tabela 1 Concentracéo Efetiva (CEsp) do teor de Fendis Totais (mg/g de acido galico) e
Flavonoides (mg/g de Quercetina) com extrato etandlico, fracdo metandlica e acetato de
etila de P. calomelanos (L.) Link.

Teor de fendis totais Teor de

N° Amostras (x EPM) flavonoides
(+ EPM)
1. EEPC 151,00 + 0,04 35,65+ 0,01
2. FMPC 61,12 + 0,04 7,18+ 0,03
3. FAEPC 118,44 + 0,08 46,67+ 0,08

EEPC - extrato etandlico de P. calomelanos; FMPC - fragdo metandlica de P. calomelanos; FAEPC - fragdo de
acetato de etila de P. calomelanos.* Todos os valores séo expressos como média + EPM de trés determinagoes.
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A Tabela 2 também representa os valores de FRAP de extratos de P. calomelanos. Os
valores de CEs do extrato e fracGes de P. calomelanos sdo 1,24 mg / mL ( FAEPC ) , 1,47
mg / mL (EEPC ) e 1,38 mg / mL ( FMPC ). Considerando que, o valor de CEsy para FeSO4
padrdo observado foi 1,09 mg / mL. O extrato e fragdes de P. calomelanos mostraram

atividade antioxidante mais significativa do que o padréo.

A capacidade de quelante de metal do extrato e fragdes de P. calomelanos foram
analisados e os valores estdo resumidos na Tabela 2. Os valores de CEsp do extrato etandlico
de P. calomelanos (EEPC) sendo 59,25 mg / mL, a FAEPC 65,83 mg / mL, e para a FMPC
60,16 mg / ml, respectivamente. Visto que o valor de CEsy de FeSO, padréo foi observado em
130mg/mL.

Tabela 2 Concentracéo Efetiva (CEsg) do Teste FRAP (mg equivalentes de FeSO./g de
amostras) e Teste de Quelacdo de Ferro (mg equivalentes de FeSO,4/g de amostras) com
extrato etanolico, fracdo metandlica e acetato de etila de P. calomelanos (L.) Link.

Atividade Atividade
N° Amostras an(ioéiijd&r)]te ?iu eEI?,R;[S
1. EEPC 1,24 £ 0,03 59,25 + 0,03
2. FMPC 1,47 £ 0,04 60,16 + 0,06
G FAEPC 1,38 £ 0,04 65,83 + 0,04
4, Controle FeSO4 1,09 mg/mL 130 mg/mL

EEPC - extrato etandlico de P. calomelanos; FMPC - fracdo metandlica de P. calomelanos; FAEPC - fracdo de
acetato de etila de P. calomelanos. * Todos os valores sdo expressos como média = EMP de trés determinagdes

No screeening fitoquimico realizado por SOUZA et al. (2012b) da mesma
samambaia apresentou classes de metabolitos secundarios com caracteristicas antioxidantes
como a presenca de fenois, flavonas, flavonois, flavononois e flavononas, além de,
alcalGides, auronas, catequinas, chalconas, xantonas, saponinas no extrato e nas fragdes.

Segundo Morais-Braga (2012) atraves do método analitico de cromatografia liquida
de alta eficiéncia (CLAE) os extratos e fracBes dessa espécie revelaram a presenca de
contetdos fendlicos como o &cido galico, acido clorogénico, acido caféico, rutina, quercetina

e kampferol. O EEPC e a FMPC apresentam como seu componente majoritario o acido
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clorogénico e na FAEPC o composto em maior quantidade € o kampferol, seguido do &cido
clorogénico e da quercetina.

Nesse estudo a FAEPC apresentou os melhores resultados para o teor de flavonoides.
Os flavonoides sdo potenciais antioxidantes e diversos trabalhos tém evidenciado a presenca
de quercetina e kaempferol em samambaias e tém demonstrado que estes compostos,
contribuem efetivamente na captagdo de radicais livres e auxiliam na protecdo de moléculas
essenciais a vida (KUMAR et al., 2013; CHOWDHARY et al., 2010).

Os resultados da atividade antioxidante corrobora com resultados prévios,
demonstrando que a fracdo metandlica de P. calomelanos (FMPC) possui a melhor atividade
antioxidante, seguido da FAEPC e EEPC. Segundo Morais-Braga (2012) a samambaia
analisada possui compostos fendlicos utilizados na defesa e na conservacdo dessa espécie no
ambiente. No EEPC o screening fitoquimico realizado atraves do teste de DPPH mostrou a
presenca de catequinas, flavononas, fendis; na FMPC a presenca de catequinas, flavononas e
flavonas e na FAEPC a presenga de flavonoides, flavonas, flavononas e fendis.

Lai e Lim (2011) realizaram um screening para a atividade antioxidante e para a
determinacdo de fenol total com a P. calomelanos e outras samambaias. Seus dados
mostraram a presenca de compostos fendlicos no extrato metandlico de P. calomelanos.
Sendo o nivel de atividade antioxidante dependente do nivel de fendis totais apresentado que
é dependente das condi¢fes ambientais (incidéncia de luz UV, baixa temperatura, regime
hidrico desfavoravel, pressao parcial de O;) e do habitat de cada samambaia.

A atividade quelante teve como melhor resultado a FAEPC, seguida da FMPC e do
EEPC. A FAEPC apresentou a maior quantidade de quercetina, um polifenol com
propriedade quelante de metais (DE LUCIA et al., 2007).

Os compostos fendlicos possuem propriedades redutoras e sua estrutura quimica.
desempenham um papel importante na neutralizacdo ou sequestro de radicais livres e
quelacdo de metais de transi¢do, agindo tanto na etapa de iniciagdo como na propagacao do
processo oxidativo. Os intermediarios formados pela acdo de antioxidantes fendlicos séo
relativamente estaveis, devido a ressonancia do anel aromatico presente na estrutura destas
substancias (DEGASPARIE e WASZCZYNSKYJ, 2004; SOUZA et al., 2007). Estes
compostos também sdo importantes contra a morte celular protegendo o DNA de
dimerizacdo e ruptura (STRACK, 1997).

A Concentracao Inibitéria Minima (CIM) das amostras, testadas frente a linhagem de

C. krusei e a linhagem E. coli apresentaram o mesmo resultado com a CIM >1024pug/mL.
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A Figura 8 e 9 apresentam os resultados da avaliagdo da atividade citoprotetora frente
a toxidade do cloreto de mercdrio quanto & combinacdo com o EEPC e suas respectivas
fragdes em modelo fungico e bacteriano. Os resultados demonstraram que as combinacdes
das amostras e o cloreto de mercurio, apresentaram um efeito antagdnico nas fracdes de
FAEPC e FMPC , no modelo fungico e na CBM os resultados demonstraram que as
combinagBes das amostras, tanto do extrato etandlico quanto das fragcBes apresentaram um
efeito citoprotetor frente a linhagem de E. coli com significancia p<0.001.

Comparando os testes, a CBM demonstrou melhor resultado do que a CFM, em
relagcdo aos controles 24,80 uM e 13,40 uM, respectivamente. O EEPC na CBM foi eficaz
cerca de 1270% (314,98uM), enquanto na CFM foi de 146% (19,69 uM). A FMPC na CBM
demonstrou redugdo de morte celular em 785% (194,85 uM) e na CFM cerca de 293%
(39,37 uM). A FAEPC na CBM demonstrou citoprotecdo em 634% (157,40 uM) e na CFM
185% (24,80 uM). Ainda, em ambos os testes , a fragdo metandlica foi a mais expressiva,
por ter causado mais citoprote¢do do que a FAEPC.

Figura 8 Graficos demonstrativo da Concentracdo Bactericida Minima (CBM) da
toxidade do cloreto de mercurio frente a E. coli e C. krusei, respectivamente, na presenca
e na auséncia do extrato etandlico de P. calomelanos (L.) Link. e suas fragdes.
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(cloreto de mercario:HgCl)
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Possivelmente, essa diferenca seja devido a estrutura entre os microrganismos. A E.
coli é uma bactéria Gram-negativa, o seu envoltério é formado por duas membranas, uma

interna e outra externa, e entre elas um espaco periplasmatico e sua estrutura interna é
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simples, apresentando ribossomos e &cido desoxirribonucléico. A C. krusei apresenta uma
estrutura complexa tanto em seu envoltério como no citoplasma. A membrana plasmaética é
rica em fosfolipidios e esterol e em sua parede celular apresenta microfibrilas como a quitina
e glucanos (ALMEIDA, 2008; PELCZAR et al., 1997). O mercurio possui uma capacidade de
combinacdo com as membranas celulares, que perturba ou impede o transporte de substancias
essenciais, tais como os fons Na* e K*, e de substancias organicas (JORDAO et al., 1999). Ao
penetrar na célula este inibi a formacdo do fuso mitotico, o que resulta na forte afinidade do
mercurio pelos grupos sulfidrilas encontrados nas proteinas do fuso (BUCIO et al., 1999; DE
FLORA et al., 1994), sendo também capaz de produzir radicais livres, via peroxidacao
lipidica (BUCIO et al., 1999).

Figura 9 Gréficos demonstrativo da Concentracdo Fungicida Minima (CFM) da
toxidade do cloreto de mercurio frente a E. coli e C. krusei, respectivamente, na presenca
e na auséncia do extrato etandlico de P. calomelanos (L.) Link. e suas fragdes.
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A partir dos resultados se verificou que as células, em relacdo ao controle, cresceram
consideravelmente, indicando que o metal teve sua toxicidade celular reduzida na presenca do
extrato e das fracOes da samambaia em estudo.

Neste contexto, o extrato e as fragcOes podem ser uma alternativa para minimizar o
dano causado pelo cloreto de mercurio, visto que a associacdo das amostras com esse metal
acarreta em um aumento da dose necessaria para que ocorra toxicidade celular. Os resultados

da atividade quelante e atividade redutora do extrato e das fragdes foram relevantes (Tabela



43

2), assim como, a presenca de flavonoides e fendis totais (Tabela 1) que podem auxiliar
nessa citoprotecdo ao inibir a formacéo de radicais livres e a formacéo de quelato.

Para se verificar essas possibilidades foi realizada o Coeficiente de Correlacdo de
Pearson (r). Na CFM néo foi obtido esse coeficiente, porém, ao fazer a analise para a CBM
foi demonstrado uma correlacdo direta entre a atividade antioxidante e a presenca de fenois
totais com a CBM observando uma relacéo de 0,723, (atividade antioxidante e fendis totais),
0,896 (atividade antioxidante e CBM) e 0,955 (fendis totais e CBM). Para atividade quelante
ndo houve correlacdo com a citoprotecdo das células procariotas.

Os metais podem ser acumulados na parede, como no citoplasma ou em vécuolos das
celulas de plantas (SOUSA et al., 2008). Estas possuem mecanismo de regulacéo, tendo em
vista sua capacidade de tolerancia intracelular, capaz de retirar, acumular e tolerar metais
pesados (VALEGA et al., 2008; SANTOS et al., 2011) como no processo de quelacdo, um
mecanismo de detoxicacdo e tolerancia aos metais (HALL, 2002).

Relatos dessa acdo protetora da P. calomelanos demonstram esses mecanismos de
regulacdo a partir da capacidade de fitorremediacdo frente ao semimetal Arsénio (XU et al.
2010; ANH et al., 2011 e NIAZIN et al., 2012). De modo que esta, se adequa ao ambiente
contaminado promovendo a acumulagdo em suas partes vegetais, nas raizes e folhas
(FRANCESCONI et al., 2002). As suas partes vegetais alcancam a hiperacumulagdo em seis
semanas (WONGKONGKATEP et al., 2003), caracterizando esta samambaia como

fitoextratora (SANTOS et al., 2010), capaz de retirar metais do solo contaminado.
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5 CONCLUSAO

e As concentracdes inibitérias minimas do extrato etanolico e das fracdes de P.
calomelanos, testados frente as linhagens de E. coli ATCC 25922 e de C. krusei 02
comparativamente apresentaram a mesma CIM de >1024pg/mL, ndo demonstrando

atividade clinica relevante.

e As fragBes e o extrato etandlico contém fenois totais e flavonoides, sendo os fendis
totais mais expressivos que os flavonoides, principalmente em relacdo a fracdo

metandlica.

e Os testes de quelacdo de ferro e FRAP apresentaram resultados satisfatérios tanto nas
fracBes quanto no extrato etandlico.

e Assim como, os testes de CBM e CFM, ambos apresentaram antagonismo quando
associado ao extrato e as fracGes de P. calomelanos com cloreto de mercurio, exceto

para 0 EEPC na CFM que se mostrou néo significativo.

e Através da correlacdo de Pearson (r) foi demonstrado uma associacdo direta entre a
atividade antioxidante e a presenca de fenois totais com a CBM, indicando que a
atividade antioxidante € devido a presenca de fendis totais.

e Através dos resultados obtidos neste trabalho, podemos concluir que o extrato etandlico e
as fragdes de P. calomelanos sdo uma fonte alternativa de produtos naturais com acéao
citoprotetora.
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