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RESUMO

Bioprospeccdo de produtos naturais € a pesquisaaterial biologico com finalidade de
exploracdo de recursos naturais de forma a ga@nso sustentadvel e uma distribuigcéo justa
e equitativa dos beneficios advindos de sua utdi@aacomo por exemplo, o desenvolvimento
e producdo de novos farmacos. Dessa forma, grupgeesiuisa buscam cada vez mais a
descoberta de substancias de origem natural qeseapgem baixa toxicidade para células
humanas e elevada eficacia contra o que se desejaater Pityrogramma calomelanod..)
Link. pertence a familia Pteridaceae e € conhenid8rasil como avenca-branca e avenca-
preta. Sua etnobotanica revela que a espécieizZadsl para fins medicinais, tais como: anti-
hemorragico, analgésico, antigripal, antitérmiaatjtassigeno, anti-hipertensivo, estimulante
da circulacdo sangiiinea, emenagoga, contra dissirnais, problemas urinarios e pedras na
vesicula, adstringente e depurativo peitoral. Pprémnhuma dessas indicacbes €
cientificamente comprovadaEscherichia coli, Staphylococcus aureugs Pseudomonas
aeruginosasdo espeécies de bactérias com alto potencial patmgé capacidade de
desenvolver resisténcia a antibioticGandida albicansCandida tropicalise Candida krusei
causam candidiase, infeccdo fungica oportunista gigta principalmente individuos
imunossuprimidos. Paises em desenvolvimento, eoosiodiversidade e com abundantes
conhecimentos tradicionais como o Brasil, aindeesgmtam alta incidéncia de casos de
leishmaniose e doenga de Chagas. Uma alternatiaeopsatamento destas enfermidades sao
produtos naturais d@. calomelanosExtrato etandico (EEPC), fragcdo hexéanica (FHPC),
fracdo acetato de etila (FAEPC) e fracdo metandkdPC) deP. calomelanosforam
utilizados na pesquisa de diferentes bioatividaDegnca de Chagas é uma zoonose causada
pelo protozoariolrypanosoma cruzé afeta em todo o mundo cerca de 16 a 18 milhées d
pessoas, das quais 50 mil morrem a cada ano, aksu, estima-se que 25 milhdes de
pessoas correm risco de infec¢cdo. Para a atividlgp@amocida, a FHPC apresentou excelente
atividade na concentracdo de 50 pg/mL, pois houve% de morte ou inibicdo do
crescimento de formas epimastigotasTagpanosoma cruztom 0 % de citotoxicidade em
células humanas (fibroblatos NCTC929). Leishmarsi@sam grupo de doencas polimorficas
causadas por protozoarios parasitas pertencentg&naooleishmania Existem cerca de 12
milhdes de pessoas afetadas em 88 paises, adm@nmal estima-se que cerca de 120
milhGes de pessoas correm risco de infeccdo. Naladie leishmanicida nao foi observado
resultados clinicamente relevantes, pois 0s nideiscitotoxicidade em células humanas
(fibroblatos NCTC929) foram altos. A concentragdibitoria minima (CIM) foi determinada
em infusédo de coracédo e cérebro (BHI) 10%, pel@mdwete microdiluicdo em caldo, usando
uma suspensao de*10FC/mL e concentracdes materiais variando de B02g¥mL. A CIM

foi definida como a menor concentracdo na qual menttrescimento microbiano foi
observado. Na avaliacdo da CIM nado foi observadeidatle antibidtica clinicamente
relevante para nenhum dos materiais testados. Bstest de modulacdo da atividade
antifngica, apenas o benzoilmetronidazol teveiadade modulada pela HFPC e FMPC
frente a C. albicanse o EEPC frente &. tropicalis. Na modulacdo da atividade
antibacteriana houve aumento da atividade antdaidtirente aEscherichia coli 07,
Staphylococcus aureus 338or fim, um importante efeito antioxidante pelétodo de DPPH

foi observado para o extrato etandlico, eviden@aseluma EE de 43,4 g/mL.

Palavras-Chaves: Pityrogramma calomelangsatividade antibiotica, efeito antioxidante,
tripanocida, leishmanicida, citotoxicidade, CIMyatade moduladora de antibidticos.



ABSTRACT

Bioprospecting of natural products is the reseaifchiological material with the purpose of
exploration of natural resources to ensure sudi@nase and fair and equitable sharing of
benefits arising from their use, such as the deretnt and production of new drugs. Thus,
research groups are increasingly turning to theosasry of naturally occurring substances
that have low toxicity to human cells and high adfiy against what you want fight.
Pityrogramma calomelano@..) Link. Pteridaceae belongs to the family amibw in Brazil

as avenca-branca and avenca-preta. Their etnobotveals that the species is used for
medicinal purposes, such as, anti-hemorrhagic,gasgl, flu, antipyretic, antitussive, anti-
hypertensive, stimulating blood circulation, emngogue, kidney disorders, urinary
problems, gallstones, astringent and depurativestcigut none of these indications is
scientifically provenEscherichia coli, Staphylococcus aurearsd Pseudomonas aeruginosa
are bacterial species with pathogenic potential aitity to develop resistance to antibiotics.
Candida albicansCandida tropicalisandCandida krusecause candidiasis, an opportunistic
fungal infection that affects mainly individual inimosupressed. Developing countries rich in
biodiversity and traditional knowledge as abundastBrazil, still have high incidence of
leishmaniasis and Chagas disease. An alternativinéotreatment of these conditions is the
research with natural products Bf calomelanosEthanol extract (EEPC), hexane fraction
(HFPC), ethyl acetate fraction (EAFPC) and methdradtion (MFPC) ofP. calomelanos
were used the research of different bioactivitiésagas disease is a zoonosis caused by the
protozoanTrypanosoma cruzand affects the world around 16 to 18 people, loictv 50.000
die each year, in addition, an estimated 25 milpeople at risk of infection. For the HFPC
trypanocidal activity showed optimal activity atcancentration of 50 ug/mL, 71 % were
because of death or growth inhibition ®fypanosoma cruzepimastotes with 0 % of
cytotoxicity in human cells (NCTC929 fibroblastseishmaniasis is a polymorphic group of
diseases caused by protozoan parasites of the gemlsnaniaThere are about 12 million
people affected in 88 countries, in addition, iesimated that about 120 million people are at
risk of infection. Leishmanicidal activity was nobserved clinically relevant outcomes,
because the levels of cytotoxicity in human ceNsCTC929 fibroblasts) were high. The
minimum inhibitory concentration (MIC) was determthin brain and heart infusion (BHI)
10 %, the broth microdilution method, using a suspen of 16 CFU /mL and varying
concentrations of materials of 1024-§/mL. MIC was defined as the lowest concentratibn a
which no bacterial growth was observed. In assgssia MIC was not observed clinically
relevant antibiotic activity for any of the testethterials. In tests of modulation of antifungal
activity, only the Benzoilmetronidazole activity svanodulated by the MFPC and HFPC
againstC. albicansand of the EEPC again&l. tropicalis In modulation for antibacterial
activity, there was increase of antibiotic activiggainst at Escherichia coli 07,
Staphylococcus aureus 358astly, a important antioxidant effect by the DPRmethod was
observed to the ethanol extract, were was evideade@, de 43,4 g/mL.

Keywords: Pityrogramma calomelano@ntibiotic activity, antioxidant effect, tripanoall
leishmanicidal, cytotoxicity, MIC, modulator actiyiof antibiotics.
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1 INTRODUCAO

O uso de plantas para amenizar dores ou tratarstiadése perdeu nos tempos.
Desde a pré-histéria 0 homem procurou aproveitarpmscipios ativos existentes nos
vegetais, embora de modo totalmente primitivo duwitivo, baseado em descobertas ao
acaso. Antigos textos caldeus, babildénicos e emgpé traziam referéncias a certas espécies
vegetais usadas em rituais religiosos (BERG, 1993).

A utilizacdo de plantas como medicamentos pela hidade é tdo antiga quanto a
histéria do homem. O processo de evolugéo da tirteura" se deu de forma empirica, em
processos de descobertas por tentativas, de eacart®s (MORS, 1982). Neste processo, 0S
povos primitivos propiciaram a identificacéo de@ses e de géneros vegetais, bem como das
partes dos vegetais que se adequavam ao uso nagdwineconhecimento do habitat e a
época da colheita (LEVI-STRAUSS, 1989).

As mais remotas informacbes sobre drogas vegefmsde origem indiana, do
Ayurveda(Ciéncia da Vida), que consiste no sistema médadndia com registros de até
2.500 a.C. com informacbes sobre o uso de plan&icmais cientificamente catalogadas,
num total de 10.000 plantas registradas ha apraldamante 1.000 a.C. (CHOPR# al,
1958). Estas informacdes contribuiram amplamenta paconhecimento atual sobre as
plantas e para o isolamento e producdo de subasdncie hoje sdo utilizadas na prética
médica e em muitos segmentos industriais.

Entre os diversos produtos do metabolismo secundas plantas, Bhytochemical
Dictionary (HARBORNE & BAXTER, 1993) cita 2.973 compostos catividade biolégica
bem caracterizada e ao longo do tempo tém sidstrados variados procedimentos clinicos
tradicionais utilizando plantas medicinais.

Apesar da grande evolucdo da medicina alopaticartr pla segunda metade do
século XX, existem obstaculos basicos na sua ag#ia pelas populagbes carentes, que vao
desde 0 acesso aos centros de atendimento howmstada obtencdo de exames e
medicamentos. Estes motivos, associados com aotdteihcdo e a grande tradicdo do uso de
plantas medicinais, contribuem para sua utilizagidas populacdes dos paises em
desenvolvimento(VALDIR et al, 2005). No inicio da década de 1990, a Organizaca
Mundial de Saude (OMS) divulgou que 65-80% da pagio dos paises em desenvolvimento
dependiam das plantas medicinais como Unica foerecdsso aos cuidados basicos de saude

(AKERELE, 1993). Neste contexto, estudos bioquimi¢armacoldgicos e etnobotanicos tém
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sido feitos com o objetivo de identificar os compeasquimicos (metabdlitos secundarios)
presentes em varias espécies de plantas usadasdiaina popular. Estes estudos tém
demonstrado ser de enorme importancia para o delsenento de novos farmacos usados na
medicina alopatica atual (CALIXTO, 2005).

Os extratos de plantas apresentam em sua composigastancias efetivas
(principios ativos) contra um amplo espectro dentggepatogénicos de plantas e animais e
sao praticamente inofensivos ao meio ambiente gqueoshparados com derivados sintéticos,
podendo até superar sua acao farmacoldgica (MIGRBILIGUEL, 1999; STANGARLIN
et al, 1999). Dessa forma, o controle de doencas demrianimal e vegetal, no Brasil e no
mundo, com 0 uso de extratos de plantas medicit@aissido um grande desafio para o0 meio
cientifico.

Um dos maiores desafios na determinacao do efaiaaicoldgico de um extrato tem
sido a elucidagédo de compostos ativos. As plardasya vez, contém inUmeros constituintes
em seus extratos. Quando testados podem apreségitas sinérgicos ou antagdnicos e isso
se deve a presenca de diferentes classes de comGEBHARDT 2000; MACIELet al,
2002).

Nas ultimas décadas, a crescente incidéncia deefilversos associados as drogas
convencionais, aliadas ao aumento da resisténaebigna aos antibibticos, germicidas e
desinfetantes e a importancia clinica dada as giés; principalmente em pacientes
imunocomprometidos, tem despertado o interesse ndhisiria farmacéutica para o
desenvolvimento e producédo de medicamentos a pgarsubstancias naturais, na tentativa de
combater graves infeccdes de forma mais eficasnassmo diminuir os efeitos colaterais
provocados por quimioterapicos de elevada toxidd&®ECIO & RIOS, 1989; PAULE@t al.,
1992).

Atualmente, as substancias naturais englobam derdd,5% do total de prescricbes
na medicina e metade dos 25 medicamentos mais demndio mundo sdo, direta ou
indiretamente, oriundos de produtos naturais detgda Logo, as companhias farmacéuticas,
dependem em grande parte da natureza para a poodec@irogas com fins comerciais
(SIMOESet al., 2002).

O Brasil é o pais com a maior diversidade genétggetal do mundo, contando com
mais de 55.000 espécies catalogadas de um totakdst entre 350.000 e 550.000 espécies.

Vérias destas espécies sdo endémicas de uma eegidmla ndo foram avaliadas sobre o
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ponto de vista fitoquimico, citotéxico, microbiolég e farmacoldgico (SIMOESt al,
2002).

No Nordeste brasileiro, esta localizada a maiotepda regido semi-arida do pais,
esta regido é coberta por uma vegetacdo denomasatimga (TROVACet al, 2004) do
tupi-guarani: “floresta branca” (LEAEt al., 2003) com plantas fisiologicamente adaptadas as
condi¢des de deficiéncia hidrica. A caatinga, camtras vegetacdes, também passa por
um extensgorocesso de devastacdo ambiental, provocado peloinggscriminado dos
seus recursosaturais, sendo ainda mais grave por ser um stess, considerado menos
valorizado, uma vez que, até tempos recentes gesldacomo pobre em biodiversidade
(TROVAO et al, 2004).

A extensdo semi-arida brasileira ocupa 11,5% ddtddo nacional. Estima-se
haver oito mil espécies vegetais sendo que dedid8pécies pertencentes a 42 familias
botanicas sdo endémica da caatinga. Diante desta b@diversidade e da necessidade da
descoberta de novos farmacos, é de fundamentaltiamota, o estudo da flora dessa regido
de forma mais minuciosa. (NOVAR al., 2003).

A Chapada do Araripe, inserida na porcdo centraNdodeste Brasiliero, possui
55.000 kmi. A regido abriga um bioma de caracteristicas ggtdd, geomorfoldgicas,
pedologicas, climaticas, hidrografico-hidrolégicasde vegetacdo bem diversificada. As
formac0es florestais da regido do cariri podemmdeeira simplificada, ser estratificadas em
mata Umida, cerraddo, cerrado, carrasco e caa{iRgAIDETEC, 1998; COUTINHO, 2008).
Nesta regido existem inUmeras espécies de plantasdp usadas para alimentacdo e “cura”
de doencas, tais como: arag@siflium araca Raddli cajui @Anacardium humilg faveira
(Dimorphandra gardneriang janaguba Himatanthus drasticy jatoba Hymenaea
stignocarpg, pau de 6leo ou copaib@dpaifera langsdorff), pequi Caryocar coriaceury e
pitanga Eugenia michel)i, que apresentam alto valor econdmico, cultucaiad e medicinal
para a regiao (FUNDETEC, 1998; COUTINHO, 2008).

Neste sentido, a formulacdo de protocolos terap@ummacionais de saude baseados
nas necessidades de paises em desenvolvimenta éotigb imprescindivel para tornar o
acesso a saude publica mais democratica e de ngplabdade (WHO, 2002), especialmente
em paises com rica biodiversidade, abundantes cionéetos sobre plantas medicinais e
elevada incidéncia de doencas tropicais, tais cdoimerculose, doenca de Chagas,
esquistossomose, leishmaniose e doenca do son@ €éomcaso do Brasil (FUNARI &
FERRO 2005).
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Em realidade, o estudo e a descoberta de prodatosais com principios ativos
elucidados que apresentem atividade antibidticénsgca ou combinada, podem representar
uma nova ordem para 0 meio cientifico, definindgasobases e diretrizes para o controle e
combate aos microrganismos com alto poder patogéniesisténcia antibiotica, bem como
estabelecer novos parametros, cientificamente éaedst, acerca dos efeitos colaterais
provocado por quimioterapicos convencionais. Déssaa, a industria farmacéutica atuaria
mais eficazmente no desenvolvimento e producéo edicamentos a base de substancias
naturais (fitoterapicos), promovendo assim, a s@tude uma alta parcela da populacdo que
reside as margens do consumo e utilizacdo de m®duservigcos existentes no ambito da
saude e do bem-estar.

A esse respeito, consignamos como foco maior déstealho o processo
investigativo e elucidativo, direcionado a comudigaientifica, acerca dos beneficios e
desmistificagdo do uso medicinal das pteridéfitas tedo o mundo. Atualmente, este
grupo de plantas é amplamante estudado na aremidsmténas pelo fato destas plantas,
especialmente Pityrogramma calomelangs apresentarem propriedades medicinais
importantes, deve-se sublinhar este grupo comdiligade para saude publica.

Nos ultimos anos, inUmeras pesquisas tém sidozesks em grupos de plantas
mais complexos, como por exemplo as angiospermasetanto mesmo com muito
investimento e tempo dedicado, diversas doencas tiv@bam sua cura alcancada.
Portanto, € chegado o momento de centralizar aguas no grupo das pteriddfitas,
plantas estas que habitaram o mundo por milhdesnds. Dessa forma, possivelmente
encontraremos substancias ativas, preservadasngo lbos tempos, passiveis de serem
usadas para a cura, tratamento e prevencdo des\doencas, através do combate a
bactérias resistentes, fungos, protozoarios ou titwigfo de drogas com elevada
toxicidade, bem como outras atividades farmacolgiemportantes. Tudo isso nha

perspectiva de inclusdo social mediante recuperggamocao e prevencdo da saude.
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2 OBJETIVOS

2.1 Obijetivo Geral

Analisar na espécieityrogramma calomelands.) Link. (extrato etanolico e fracdes)
seu perfil fitoquimico, atividade citotoxica, antidante e atividade antibiotiéa vitro
frente a bactérias (padrdes e multirresistentesds e protozodarios, bem como

constatar seu efeito modulador de antibiéticos.

2.2 Objetivos Especificos

Realizar o fracionamento do extrato etandlico Rigrogramma calomelangsem

ordem crescente de polaridade, com os solventganbeacetato de etila e metanol.

Identificar mediante prospeccéo fitoquimica os Im@itos secundarios majoritarios

presentes no extrato etanolicoRigyrogramma calomelanos.

Determinar a Concentragdo Inibitéria Minima (CIM) elxtrato etandico e fracdes das

folhas deP. calomelanofrente as cepas de fungicas e bacterianas

Elucidar o perfil modulador de antibioticos do aextretandico e fracbes das folhas de
P. Calomelanosa inibicdo da resisténcia microbiana quando #doc farmacos
aminoglicosideos e antifingicos frente & cepasbaots multiresistentes e fungicas

padroes.

Verificar o indice CIF (Concentracgédo Inibitoria Ei@ada) de produtos naturaiskle

calomelanoxom farmacos aminoglicosideasavés do ensaio checkerboard.

Avaliar a atividade tripanocidia vitro do extrato etandico e frac6es das folha®de

calomelanoem cultura de formas epimastigotas (CL-B5)ldgpanossoma cruzi

Avaliar a atividade leishmanicida vitro do extrato etandico e fracdes das folhas de
P. calomelanosem cultura de formas promastigotas (MHOM/CO/88/UR3de

Leishmania braziliensis.
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Medir o indice de citotoxicidada vitro do extrato etandico e fracdes das folhaP de

calomelanoem cultura de células (fibroblastos NCTC929).

Evidenciar o efeito antioxidante do extrato etanOe& fracbes das folhas de
calomelanosnediante analise pelo método de sequestro do tditiea2,2—Difenil—
1—picril-hidrazila (DPPH).

Fornecer informacdes cientificamente comprovaddsesa espécidityrogramma

calomelanogara compor o banco de dados da pesquisa nacional.
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3. REVISAO DE LITERATURA (PTERIDOFITAS)

As pteridofitas sdo vegetais vasculares desprovitasementes, com duas fases
heteromérficas em seu ciclo de vida, das quaipareftica é a duradoura e a gametofitica é
a efémera (PRADO, 1998%endo o0s vegetais terrestres que dominaram ambidrite
aproximadamente 350 milh6es de anos (COLLINSON 6)98mplamente distribuidas no
mundo, com uma riqueza estimada entre 9.000 a A2§Peécies, das quais cerca de 3.250
delas ocorrem nas Américas, sendo que destas,iaaidamente 30% podem ser encontradas
no Brasil (TRYON & TRYON, 1982), sendo um dos grspaggetais menos estudados no
mundo até 1999, entretanto apos a virada do séaslpteriddfitas passaram a ser foco de
estudos de botéanicos e ecoldgicos conservaciorfRESIENCIA, 2008).

As pteridéfitas ocorrem em variados tipos de h&hidesde o nivel do mar até quase
o limite da vegetacao altimontana nas regiesdaigienglobando areas sub-desérticas como
nas caatingas, ambientes salobros como nos marngugai@stas pluviais tropicais como na
planicie amazoénica, ou pluviais de encosta comoSeasas de Baturité no Ceara, Serra da
Mantiqueira e do Mar, no Sudeste e Sul do BrasINWSCH, 1992).

A diversidade especifica das pteridofitas é altaaeas umidas e relativamente
frescas, que representam condi¢cdes Otimas para cide de vida (TRYON & TRYON,
1986). O clima, um dos fatores que mais exerceitosfsobre o0 solo e a vegetacéao, sofre por
sua vez, algumas variacfes localmente condicionpdls relevo (LYRA, 1983). Nesse
aspecto, a existéncia de formacdes vegetais t@vsdiy como 0S remanescentes de Floresta
Atlantica do Brasil estimulam o interesse pelo fdamento das pteridofloras e dos seus
aspectos ecoldgicos, bem como o potencial econgmiedicinal e ornamental.

No Nordeste brasileiro, a flora pteridofitica terdosestudada principalmente, nos
Estados de Pernambuco, Alagoas, Ceara e Bahia,sengercebe uma vasta diversidade. O
estado do Maranhdo possui uma grande diversidadstita e vegetacional dentro de sua
area territorial. No que se refere a flora pteiititcd, em especial, sdo raros 0s registros de sua
ocorréncia neste estado, citando apenas o trabdalfBASTOS & CUTRIN, 1999).

3.1Pityrogramma calomelanof_.) Link

A espéciePityrogramma calomelangsinonimiaAcrostichum calomelanppertence
a familia Pteridaceae. Esta familia apresenta gralivkrsidade morfolégica, sendo dificil
citar apenas um carater de facil observacdo pasaaadistincdo. De maneira geral, 0s

representantes desta familia possuem um pseudsiinthirmado pela margem da lamina
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recurvada e modificada; os esporos séao triletesl@odilados (MORAN, 1995; PRADO,
2005). A familia apresenta distribuicdo subcosmitmgborém, a maioria das espécies ocorre
nos tropicos e regides aridas. Sao conhecidos deré&® géneros e 950 espécies (SMEH

al., 2006), 11 géneros no novo mundo e nove no veiloado (TRYONet al, 1990).
Pityrogrammaé um género com cerca de 17 espécies, a maiorias{i&ies) ocorrendo na
América Tropical. O género é comum em bordas tletrie estradas e em areas perturbadas,
de alta ou baixa elevacédo (PRADO, 2005).

P. calomelanog conhecida pelos nomes populares de feto-bramenca-branca ou
avenca-preta e é utilizada como planta ornamentsdicinal (CORREA 1984; BARROS &
ANDRADE, 1997). E indicada contra disturbios renaismo adstringente, analgésico, anti-
hemorragico, depurativa peitoral, emenagogo, ap#fr anti-hipertensivo, antitérmico,
antitussigeno e estimulante da circulacdo sangiiMé’, 1978; BARROS & ANDRADE,
1997). E indicada também contra problemas urinanesiras na vesicula e resfriados
(CHERYL A. LANS, 2006).

3.2 Botanica

Pityrogramma calomelanosaracteriza-se pela presenca na lamina de uma cera
branca ou amarelada recobrindo parte da supedizgial e pelos esporangios dispostos ao
longo das nervuras (PRADO, 200®). calomelano$ uma planta terrestre, possui caule
decumbente a ereto, com escamas castanhas, estréialanceoladas, margem inteira,
lustrosas, eretas, monomorficas; lamina cartaee&eblada, atenuada em direcdo ao apice,
glabra em ambas as superficies, com cera branamarelada somente na superficie abaxial,
raque castanho-avermelhada, lustrosa, glabra; pamagoladas, apice longo, pecioluladas;
raquiola semelhante a raque; pinulas lanceoladal#pticas, pecioluladas, apice agudo a
arredondado, margem serreada ou profundamente inas proximais; venacao simples ou
furcadas. Soros abaxiais, dispostos ao longo dasanas; esporangios numerosos, junto a
uma cera branca ou amarelada. (MORAN, 1995).

P. calomelano® muito semelhanteR calomelanosar. austroamericana diferindo-
se desta, pela presenca da cera branca a amanaladperficie abaxial da lamina (MORAN,
1995). No BrasilP. calomelano® citada para o Acre, Alagoas, Amapa, AmazonasiaBah
Ceara, Distrito Federal, Goids, Maranhao, Mato &pMato Grosso do Sul, Minas Gerais,
Para, Parana, Pernambuco, Piaui, Rio de Janeim,GRande do Sul, Ronddnia, Santa
Catarina e Sdo Paulo (MORAN, 1995).
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Figura 1. Pityrogramma calomeland4..) Link. Vizualizagéo completa.

Fonte: Flaviana Morais

Figura 2. Pityrogramma calomeland4..) Link. Observacéo parcial da area superficial e ahaxial

Fonte: http://www.plantsystematics.org/imgs/robiiRteridaceae_Pityrogramma_calom
elanos_10870.html (23 de julho de 2011)



3.3 Estudos fitoquimicos

De acordo com o levantamento bibliografico realizpdra a espéckityrogramma

calomelanosfoi apontado o isolamento de varios metabdlitasuséarios, destacando-se

alguns flavonoides, polifendis e terpenos. Verlahe

Tabela 1 Levantamento bibliografico de isoladosRItyrogramma calomelanag..) Link.

Substancias isoladas Parte depta Referéncia
R? HO O 0
Cs
\OH+
0
0]
8-[3-(4-metoxifenilpropionil]
-5,7-dihidroxidihidroneoflavona
R2 HO
O C C=OH* Exsudato Asai
Fariniceo et al, 1991
0

0]

8-[3-(4-hidroxifenilpropionil]-
5,7-Dihidroxidihidroneoflavona

R? HO OH
270
H O

8-(3-fenilpropionil)-5,7,4'-
trinidroxidihidroneoflavona
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Cont. Tabela 1. Levantamento bibliografico de isoladosRityrogramma calomelangs..) Link.

Substéancias isoladas Parte da planta elReréncia

HO
Pterosin
Folha Bardouille
R etal, 1978
O
Calomelanolactona
MeQ 0 O OMe
Folha Bohm, 1968
OH 0
4 7-dimetoxi-

5-hidroxiflavonona
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Cont. Tabela 1.Levantamento bibliografico de isoladosRigyrogramma calomelana4..) Link

Substéancias isoladas Parte da planta elReréncia
Exsudato Linuma
OH O Farinaceo et al, 1993
8-(2-carboxi-1-feniletil)-5,7-
dihidroxiflavonona
- lactona.
R
HO l 0._0O
R| Exsudat Dervill
xsudato ervilla
OR?
O Farinaceo et al, 1987

8-dihidroxi-cinamoil-5,7-
dihidroxi-4-fenil-2h-1-3,4-

dihidroxibenzopirano-2-ona
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3.4 Atividade Antimicrobiana

As propriedades antimicrobianas de algumas subatne Oleos essenciais
encontradas nas plantas como produtos de seu rigtadb@ecundario tém sido reconhecidas
empiricamente durante séculos, mas foram confirma@atificamente apenas recentemente.
Véarios grupos de pesquisadores estudam a ativideolégica de plantas medicinais
originarias de diversas regibes do mundo, oriestgolo uso etanobotanico de espécies
nativas. Atualmente, uma condigcdo muito preocup@&nie fato dos microrganismos que
causam danos a saude humana estarem se mostrasdtentes a maioria dos
antimicrobianos conhecidos, o que incentiva aind@isma procura por antibioticos de
ocorréncia natural (DUARTE, 2006).

3.4.1 Historico de Resisténcia

O problema da resisténcia bacteriana aos quimmitara surgiu na pratica medica
com o uso de sulfonamidas, empregadas pela primam em 1935. Pouco tempo
depois, essas drogas comecaram a perder a suaicefiedapéutica, sobretudo, pelo
aparecimento de cepas resistentes entre os gorsoeoestreptococos (FREITAS al,
1989).

Com a introducdo da penicilina em 1940, virtualraetados 0sS. aureusforam
susceptiveis (HUBERTet al, 1999), traduzindo-se numa verdadeira revoluc&@o n
terapéutica para a cura de doencas estafilococoutiera intrataveis (OLIVEIRAet al,
2002). Em apenas cinco anos, 50% das culturassdesg@anismos obtiveram habilidade
para resistir ao antibiotico por causa da pen@s@ uma enzima capaz de clivar o anel

-lactdmico que foi concebida por aquisicdo de pldem(HUBERTet al, 1999), sendo
que por volta 1950 os numeros & aureus isolados, apresentavam altos niveis de
resisténcia a penicilina, tornando-se inapto o deste, como agente terapéutico frente a
infeccdes estafilococcicas.

Normalmente o desenvolvimento da resisténcia adsnigrobianos se da por
mutacgdes, conjugacao, transducao e transformag@a. das formas de transmissao desta
resisténcia, adquirida via mutacdo, é através deuooesso de selecdo natural que leva a
sobrevivéncia de microorganismos resistentes eerrdetados ambientes. Na conjugacao, 0s
plasmidios presentes em bactérias resistentesferams o DNA resistente para outras
bactérias nao resistentes (KONEMABE al, 1999). A resisténcia que as bactérias

desenvolvem aos antimicrobianos € descrita na raaias espécies, porém, 0S mecanismos
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de resisténcias variam de espécie para espéci¢ogaamigem da resisténcia e sua forma de
manifestacédo (TAVARES, 2000).

A introducdo dos antibidticos na pratica clinicaeteinicio com a penicilina
seguido da streptomicina em 1948, tetraciclina €&%01e eritromicina em 1953. Cepas
resistentes a esses antibidticos foram ja relatana$957. Em 1960 com a disponibilidade
de meticilina, originalmente chamada de celbins®mi-sintético derivado quimicamente
da penicilina, foi o primeiro agente antimicrobiabaseado no seguinte mecanismo:
resistira acdo degradatoria das penicilinases (OLIVEIBAal, 2002). Logo, esta droga
abriu um novo capitulo na terapéutica com antiadti Imediatamente, todos 8s aureus
incluindo as cepas penicilina-resistentes, forastaptiveis a nova droga. Infortunadamente,
dentro de um ano, organismos resistentes a mediciibram isolados na Europa, e, em
1970, infeccdes causadas por MRSA foram reportaasiuitos hospitais europeus.

Na década de 80 cepas 8Staphylococcus aureussistente a meticilingSARM)
aumentaram as notificacdes de patdogenos hospgalaos Estados Unidos da America
(EUA). O organismo versatil que adquiriu o gemee€) responsavel pela alteracdo na
proteina fixadora de penicilina (PBP) para a PBRAA PBP2’, permitiu que esse
organismo crescesse na presenca ndo somente dalimeticomo também de todos
antibiéticos -lactamicos (HUBERt al, 1999).

Com a expansdao na ocorréncia de SARM, na déca®8,de terapéutica empirica
para infeccbes estafilocdccicas, particularmente seypsis nosocomiais foi mudada para
vancomicina em muitos dos institutos de cuidadosdéde (SADERIlet al, 2005). A
vancomicina, uma droga que foi produzida em 1968ataumentado a sua importancia no
tratamento das infec¢bes ARM.

Em 1996 foi publicado o primeiro caso 8eaureusom sensibilidade intermediaria
a vancomicina (MIC 8 mg/L) no Japédo (HIRAMATS al, 1997) e subseqiiente em New
Jersey, Michigan, Nova York, Reino Unido, Francaréia, Africa do Sul, Brasil e Escdcia
(HIRAMATSU, 2001). Recentemente, a transmissdo dpasS. aureuscom hetero-
resisténcia entre hospitais do Japéo foi reportadndo 20% das culturas resultante de
infeccbes nosocomiais p&. aureusSARM, tiveram niveis intermediarios de resistérecia
vancomicina (HIRAMATSUet al, 1997. O mecanismo de resisténcia intermediaria a
vancomicina se deu por aumento na espessura ddepeetular, formada principalmente
por peptideoglicanos que funcionam como armadilidicultando a passagem da
vancomicina pela parede celular, ndo chegando a®ite de acdo no citoplasma, onde

inibiria a producdo dos mondémeros de mureina (HIRARU, 2001). No ano de 2002, surge
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a primeira cepa dé&. aureusresistentes a vancomicina (SARV) (CDC, 2002), cam u
mecanismo de resisténcia claramente distinto daguks cepas SARWISHI et al.,2004).
A era dos antibidticos tem apenas 60 anos de idasa atualmente ameacada por

uma selecdo de organismos resistentes.

3.4.2Aminoglicosideos e Resisténcia

Aminoglicosideos sao antibioticos que correspondaima classe terapeuticamente
essencial cuja utilidade é frequentemente restpta seu potencial ototdéxico e
nefrotoxicidade. S&o antimicrobianos produzidos pmpas de Streptomyces spp.,
Micromonospora spp Bacillus spp(SPOO & RIVIERE, 2003).

Os estudos que culminaram com o descobrimento desta classe de antibidticos
iniciaram-se em 1939, no Departamento de Microgialoda Unidade de Agricultura
Experimental da Universidade Rutgers, de New Jersey Estados Unidos. Em 1943, apés
examinar varios actinomicetos de solo. Tavares (P@blou uma cepa d8treptomyces
griseus que produzia uma substancia que inibia o crestongo bacilo da tuberculose e de
diversos microorganismos Gram-positivos e Gram+iamg e a partir dai, em 1944, a
estreptomicina foi isolada. A partir de entédo, descoberta uma série de novas substancias
com potencial antibacteriano, derivadas dos acticetms como mostra a tabela 2, assim
como os aminoglicosideos semi-sintéticos, amicaginatiimicina derivados da canamicina e

sisomicina, respectivamente (GILBERTal, 1995).

Tabela 2.Relacdo de aminoglicosideos quanto a sua origam dexdescoberta.

Nome Origem Ano
Estreptomicina Streptomyces griséus 1944
Neomicina Streptomyces fradiae 1949
Canamicina Streptomyces kanamyceticus 1957
Paromomicina Streptomyces fradiae 1959
Spectinomicina Streptomyces spectabilis 1962
Gentamicina Micromonospora purpurea 1963
Tobramicina Streptomyces tenebrarius 1968
Sisomicina Micromonospora inyoensis 1970
Dibecacina Streptomyces kanamyceticus 1971
Amicacina Streptomyces kanamyceticus 1972
Netilmicina Micromonospora inyoensis 1975

Isepamicina Micromonospora purpurea 1978
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Os aminoglicosideos tém atividade predominanteesolyanismos Gram-negativos
e Gram-positivosHseudomonas sppe Staphylococcus spp sendo as bactérias anaerdbicas
mais resistentes ao efeito antibacteriano (COST¥9L Sua acdo antibacteriana ocorre
através da ligacéo irreversivel a uma ou mais prasereceptoras na subunidade 30S do
ribossomo bacteriano, interferindo, portanto, emogamecanismos no processo de translagédo
do RNAm, e dessa forma causando finalizacdo premala cadeia ou provocando a
incorporagcdo de um  aminoacido incorreto no prodptotéico. Dessa forma, o0s
aminoglicosideos sdo antibioticos bactericidas. eg€santibioticos sdo administrados
normalmente por via parenteral, uma vez que suargdis é desprezivel no trato digestivo e
sua via de eliminacéo € o rim (SPOO & RIVIERE, 2003

Varios mecanismos podem conferir resisténcia baceraos aminoglicosideos. Um
primeiro mecanismo, a diminuicdo da permeabiliddadede a conferir resisténcia em alto
nivel a praticamente todos os aminoglicosideos Isameamente, como ocorre com o evento
de alteracdo na expressdo da proteina de memlk@ppA (uma proteina ligadora de
oligopeptideos) em cepas laboratoriais e clini@sEdcherichia coli(ACOSTA, 2000). O
mecanismo de efluxo raramente é citado como ewdilizado por bactérias na resisténcia a
aminoglicosideos, mas ele ocorre reconhecidamerg® pnenos em Burkholderia
pseudomaleiMOORE, 1999). Cundliffe (1992) ressalta que, pglenos em organismos
bacterianos produtores de aminoglicosideos, a vag@d enzimatica possivelmente
desempenha um papel acoplado a mecanismos de .eflgalmente, em organismos
produtores de aminoglicosideos é comum a ocorré&eiaodificacdo da estrutura-alvo, ou
seja, normalmente de metilacdo dos ribossomos. atape dos mecanismos envolvendo
inativacdes enzimaticas, a existéncia de uma enzimdificadora bifuncional (6'-N-
aminoglicosideo acetiltransferase-2"-O-aminoglidesi fosfotransferase ) é conhecida em
Staphylococcuse Enterococcus constituindo-se no mecanismo mais importante de
resisténcia a altas concentracfes de aminogleosidesses géneros bacterianos. Sua origem
teria se dado, possivelmente, atravées de fusaeptieons (CULEBRAS, 1999).

O nome aminoglicosideo se deve ao fato da mol&miaconstituida por dois ou
mais aminoagucares unidos por ligacdo glicosidicahexose ou aminociclitol, que
habitualmente estd em posicdo central. O nome lokt&ncia tem relacdo com a sua origem.
Aqueles que terminam com mycin sédo derivados doatandiretamente d8treptomyceg
aqueles que terminam com micin sdo derivados direta indiretamente de

Micromonosporona.
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Os aminoglicosideos tém peso molecular que varigd4le a 600 daltons, sdo
altamente sollUveis em agua, estaveis em pH 6 po8®iem estrutura polar catidénica, o que
impede a sua absorcéo oral e dificulta sua perd&trag espaco intracelular ou através da
barreira hematoencefalica (GILBER&t al, 1995). Sua atividade antimicrobiana ocorre
principalmente em meio aerébio e em pH alcalinds pecessita de oxigénio para transporte
ativo nas células microbianas e € mais ativo eno rakgialino do que &cido (OLIVEIRAt
al., 2006).

A farmacocinética de todos os aminoglicosideosséabte semelhante. Devido a sua
natureza polar, sdo pouco absorvidos pelo trattig@stinal, sendo que menos de 1% da
dose € absorvida apO6s administracdo oral ou ratgbrincipal via de administracdo €,
portanto, parenteral, com a droga atingindo comae&ab plasmatica limite apdés 30-90
minutos da aplicacdo intramuscular, e 30 minutopoide de sua injecdo intravenosa
(OLIVEIRA et al, 2006).

A sua fixagcdo a albumina plasmética é insignifieat 10%), com excecdo da
estreptomicina (tém ligacdo protéica em torno d&)300 fato de serem insolUveis nos
lipidios faz com que a sua concentracdo em semegdeos tecidos seja reduzida, pois
atravessam pouco as membranas biolégicas que m@@nteum mecanismo de transporte. A
meia vida sangiinea € de duas a trés horas nanfesccom funcdo renal normal (JANA &
DEB, 2006).

Sua eliminacgéo ocorre pelo rim, através de filtvagi@merular, sendo sua depuracéo
cerca de 66 % da depuracdo simultanea da createmmguncdo de reabsorcéo tubular. A
meia vida no coértex renal é estimada entre 30-#ash o que faz com que ainda haja
eliminacdo urindria 20 a 30 dias ap0s a adminidtrata ultima dose da droga. Todos os
aminoglicosideos agem pelo mesmo mecanismo da egéicendo seu efeito bactericida ao
se ligarem ao ribossomo bacteriano. Desta formeecéssario que penetrem no interior da
célula bacteriana para que possam agir. Isto opareneio da interacdo do aminoglicosideo
com a superficie celular, o seu transporte por mi@imembrana e, finalmente, o acoplamento
com o ribossomo. A interacdo com a superficie aelotorre de maneira passiva e sem gasto
de energia. (OLIVEIRAet al, 2006).

Uma vez no interior da célula, os aminoglicosideedigam a subunidade 30S do
ribossomo, diminuindo a sintese protéica e levantkitura incorreta do acido ribonucléico
mensageiro RNA m, causando alteracédo no funcion@naenmembrana celular com saida de
constituintes essenciais ao funcionamento da ¢élptavocando a morte celular. As

concentracdes séricas observadas com as dosedutezap estdo proximas das doses toxicas
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(baixo indice terapéutico). A toxicidade celulazagacteristica comum dos aminoglicosideos
(exceto a espectinomicina), em funcdo de sua a@sqgrara o meio intracelular. Os seus
efeitos toxicos mais importantes s&do nefrotoxicegadototoxicidade e bloqueio
neuromusculaffOLIVEIRA et al, 2006).

3.5 Microbiologia

3.5.1Staphylococcus aureus

S. aureussao bactérias Gram positivas e as maiores causadigainfeccdes
adquiridas tanto na comunidade quanto em ambibogstalares. A resisténcia aos agentes
antimicrobianos, em diversos paises do globo, éapgrte nesta espécie de bactéria
(PALOMBO & SEMPLE, 2002).

Estes microorganismos sdo patégenos humanos etaes aoamiferos, e integram
a flora da pele (comensais), embora como patégepodunistas possam causar infeccoes.
O S. aureus2 um patégeno que pode ser encontrado na floraediilt de 30 a 70% da
populacdo (LINDSAY & HOLDEN, 2004), colonizando eel@ Umida em diferentes
regides (narinas, axilas, perineo e intestino) els@as saudaveis onde podem permanecer
colonizando por longos periodos sem causar nenhpab@logia infecciosa, porém, em
determinadas circunstancias e conjuntamente a foes de viruléncia exibem sua
patogenicidade, podendo invadir o organismo do viddb provocando infeccBes
freqientemente agudas e piogénicas. Assim, entirifexs0es da pele provocadas por este,
destaque-se pela frequéncia: o furanculo, a cejulit impetigo, bem como infeccGes
cirargicas, pés-operatorias (CORBELIleAal, 1997).

A importancia das infec¢bes nosocomiais produzmasS. aureusprincipalmente
S. aureusResistente a Meticilina (SARM), € bem reconhecidgapsua freqiéncia,
morbidade, mortalidade e principalmente pela difiade de tratamento. Recentemente tem
surgido, a nivel comunitario, 8. aureusResistente a Meticilina de origem comunitario, que
se denomina CA — MRSA (Sigla em inglés) ou CA-SARBIgla em portugués e
espanhol). Este agente microbiano € um patdégenorgente e suas infeccbes sao
consideradas como enfermidades emergentes. Estasagadelas que tém surgido
recentemente na populacdo ou ja existentes comaepeg casos, mas aumentaram

rapidamente em incidéncia e/ou em extensao geog@ASCIMENTOet al., 2000).
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3.5.2Pseudomonas aeruginosa

P. aeruginosaé uma bacilo Gram negativo ndo-fermentador maiqiintemente
associado a infeccbes de origem hospitalar, pahtignte em pacientes imunossuprimidos
ou portadores de doenca pré-existente. A cresceeteccdo de infeccbes hospitalares
provocados por esta espécie é motivo de grandeypagdo no meio cientifico. Diversos
mecanismos de resisténcia aos antimicrobianos itridentificados neste microorganismo,
destacando-se: baixa permeabilidade da membraamaxsistemas de efluxo, producao de
enzimas inativadoras de aminoglicosideos e proddeadactamases. (KISKA & GILLIAN,
2003).

P. aeruginosa uma bactéria ubiqua, com predilecdo por amlieim@dos sendo
encontrada no solo, 4gua e plantas. E pouco frégimmo componente da microbiota
normal de individuos saudaveis. Entretanto, paegeiriternados em Unidades de Terapias
Intensiva (UTIs) obtém facilmente esta bactéria fwe da exposicdo dos pacientes a
instrumentos e aparelhos auxiliares, méos de piofiais e uso indiscriminado de
antimicrobianos com amplo espectro de acdo. O T@dstrointestinal (TGI) é o sitio
principal de colonizagdo d& aeruginosaAlém deste local, pode ser também encontrada em
outros locais umidos do corpo, como orofaringe, osac nasal, axilas e perineo.
Adicionalmente, este microorganismo é re-introdozeim ambiente hospitalar através de
alimentos, especialmente frutas e vegetais, faeode em individuos imunodeprimidos, a
colonizagdo e o agravamento de quadros clinicogegranclusive bacteremia (KISKA &
GILLIAN, 2003).

P. aeruginosapresenta resisténcia a varios agentes antimarofj como a maioria
dos -lactamicos, as tetraciclinas, ao cloranfenicolr@ende parte das fluoroquinolonas e
aminoglicosideos (KISKA & GILLIAN, 2003).

3.5.3Escherichia coli

E. coli pertence a familia Enterobacteriaceae, € um b@&cdm negativo, anaerébico
facultativo, ndo esporulante, membro da microbnatanal do célon humano e de animais de
sangue quente. Essa bactéria tem distribuicdo mlirsgindo, também, encontrada em solos,
em superficies de plantas, em legumes, verduragasfem agua doce ou salgada em fezes
de animais e humanas (TRABULSI & ALTERTHUM, 2008).

A maioria das linhagens d& coli permanece no célon como comensal inofensivo
(RAJILI ESTOJANOVI et al, 2007), mas existem linhagens patogénicas que sao

responsaveis pela ocorréncia de diarréia em csaacadultos (SABRA, 2002), infeccdes
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urinérias (DALBOSCGet al, 2003), septicemias e meningites (LEVINE, 1985).

E. coli € o principal agente etiologico de infeccOes érdércausada pela agua e
alimentos contaminados, principalmente em grupogulpcionais que nao dispéem de
sistema de saneamento, ou se apresentam vulneréwei® o0s idosos e criancas
imunocomprometidos (VIEIRAt al, 2004). O aparecimento de infec¢cdes multiplasitéoo
agravante para os episodios diarréicos e tambémndioativo de regides com baixo nivel de
saneamento. Em um estudo realizado, comprovou-seirfaccbes multiplas estiveram
presentes na maioria dos episodios de diarréiaeai@almente a infeccao era ocasionada por
mais de dois patogenos (REIS, 2007).

As linhagens deE. coli patogénicas possuem numerosos fatores de viralénci
localizados em cromossomos, bacteriéfagos e plassnifl patogenicidade esta relacionada a
combinacdo de um ou de vérios fatores de virulémgia diferenciam linhagens patogénicas
das néo patogénicas (MELO, 2006).

Nos ultimos anos tém emergido, rapidamente, linmageE. coli multirresistentes
a antimicrobianos. Altas frequéncias de resistéacantimicrobianos tém sido atribuidas a
bactérias isoladas de &reas onde os antimicrobigmssido usados extensivamente por
humanos e animais em ambientes aquaticos e tegestjeitos a intensa producao animal. A
resisténcia de varias bactérias a antimicrobiarmeuas tem aumentado devido ao uso
continuo e indiscriminado de antimicrobianos (RE®)7).

E. coli é uma das principais espécies onde plasmidiogauém genes envolvidos
no sistema de resisténcia multipla aos antimicraisavém sendo descobertos. Esta
caracteristica esta relacionada a sua grandebdisfio ambiental e tendéncia a conter
elementos genéticos moéveis, em especial os plassnidi conjugacdo, transposicdo e
recombinacdo sdo amplamente incriminadas com augdmlda resisténcia bacteriana as
drogas antimicrobianas (MELO, 2006).

3.6 Doencas Tropicais

3.6.1 Leishmanioses

As leishmanioses sdo um grupo de doencas polimérfitausadas por protozoarios
parasitas pertencentes ao gérnegshmaniaOrdem Kinetoplastida, Trypanosomatidae), que
sao transmitidos ao homem e a outros mamiferoséatrda picada da fémea do inseto
Lutzomyiaspp. A doenga tem apresentacfes clinicas divepsdgendo acometer a pele, as
mucosas € as visceras. No Brasil, existem seteiespiistintas do parasito sendo que, destas,
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seis (. braziliensis, L. amazonensis, L. guyanensisjahsoni, L. shawiji L. naiffi) s&o
responsaveis pela leishmaniose cutédnea (figura Bjueocutdanea (LMC) — sendo essas
formas compreendidas como Leishmaniose Tegumentaridana (LTA) — e uma espécie
(L. chagas) responsavel pela leishmaniose visceral (GENARRKS, 2005).
Considerando-se as trés formas da doenca, exigara de 12 milhdes de pessoas
afetadas em 88 paises, principalmente na Asiaga\&iAmérica Latina, com uma incidéncia
anual de 2-3 milhdes, sendo que 500 mil sdo déhireimiose Visceral (figura 4). Estima-se

que cerca de 120 milhdes de pessoas encontra-sscende infeccao (WHO, 2005).
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Figura 4. Distribuicdo da leishmaniose visceral pelo munda2€60 (WHO, 2010).
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No Brasil, a Leishmaniose Tegumentar Americana (LBPAuma das afeccdes
dermatoldgicas que merece mais atencdo, devida enagnitude, assim como pelo risco de
ocorréncia de deformidades que pode produzir nbwsgrano, e também pelo envolvimento
psicoldgico, com reflexos no campo social e econ6mima vez que, na maioria dos casos,
pode ser considerada uma doenca ocupacional. Apaeampla distribuicdo com registro de
casos em todas as regides brasileiras.

Os vetores da LTA sao insetos denominados fleboiosi pertencentes a Ordem
Diptera, FamiliaPsychodidag Subfamilia Phlebotominag GéneroLutzomyia,conhecidos
popularmente, dependendo da localizacdo geogradficeno mosquito palha, tatuquira,
birigui, entre outros (figura 5).

Figura 5. Fémea de flebotomineo ingurgitada

Fonte: Ministério da Saude, 2007.

As leishmanias apresentam duas formas evolutivasanmastigota, que €
obrigatoriamente parasita intracelular em vertefisgfigura 7) e a forma promastigota que se
desenvolve no tubo digestivo dos hospedeiros iaeleatos (figura 6).

A infeccdo do hospedeiro invertebrado por formasisdigotas ocorre durante seu
repasto sangiliineo. Quando os parasitos alcancatastino médio do inseto, sdao envolvidas
por uma membrana quitinosa, chamada matriz ped&oflentro da qual se transformam em
flagelados pequenos, ovoides e pouco moveis, ctantata de multiplicacdo. Apos alguns
dias, transforma-se em formas promastigotas dedgaddongas, que rompem a matriz
peritrofica, se fixam as vilosidades intestinais idseto e estabelecem migracdo para as
por¢cdes anteriores do tubo digestivo, enquanto rs@msformam em promastigotas
metaciclicos.
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Figura 6. Leishmania- Forma flagelada ou promastigota.
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Fonte: Ministério da Saude, 2007.

Figura 7. Leishmania- Forma aflagelada ou amastigota.
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Fonte: Ministério da Saude, 2007.

Os hospedeiros vertebrados sao infectados quandmago promastigotas
metaciclicas sdo regurgitadas pelas fémeas dowsngetores durante o repasto sanguineo
(MICHALICK, 2005). Os promastigotas sao internatiaa através de endocitose mediada por
receptores na superficie do macrofago. As leishasaapresentam os lipofosfoglicanos, que
interferem nas fungBes das células macrofagicasndrilicas, e a proteina de membrana
metaloproteasgp63 a qual as protege da lise mediada pelo sistemmgplemento e facilita
sua entrada nos macréfagos (MURRAYal, 2005).

Dentro do fagolisossomo, 0os promastigotas se wansin em amastigotas, 0os quais

sao capazes de controlar o pH do vacuolo digests® multiplicarem por divisdo binaria. Na
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auséncia de controle parasitario da célula hospedsita se rompe e 0s amastigotas liberados
serdo internalizados por outros macrofagos (MICH2 | 2005), (figura 8).

Figura 8. Ciclo biolégico dd_eishmaniaspp.

Estagio flebotomineo Estagio humano

A\ Estagio infeccioso
A Fase de diagnéstico

Fonte: http://www.cdc.gov/parasites/leishmaniasidigy.htmi

1 — Flebotomineo injetando formas promastigotas ela durante repasto sangiiin@o- Promastigotas séo
fagocitados por macréfago8; — Promastigotas transformam-se em amastigotasoddns macréfagost —
Amastigotas multiplicam-se nas células (incluindacndfagos) de varios tecido§ - Flebotomineo
alimentando-se de sangue (ingere macréfagos idiestzom amastigota)i— Ingestéo de células parasitadas;
— No intestino de inseto formas amastigotas tramsfm-se em promastigote®;— Dividem-se no intestino e
migram para a proboscide.

As leishmanioses podem apresentar diferentes gaiadinicos, dependendo da
espécie dd_eishmaniae do estado imunolégico do individuo infectado. dishmaniose
Cutanea caracteriza-se pela formacédo de ulceraaginu multiplas confinadas na derme,
estando a epiderme ulcerada, e apresentando gde@mdalade de parasitos nos bordos da
Ulcera nas fases iniciais, o que tende a redusitiiweras cronicas. A Leishmaniose cutaneo-
difusa € uma variacdo da forma cutanea, caractieripala formacao de lesdes difusas nao-
ulceradas por toda a pele, contendo grande nuneesomdstigotas. Essa forma € provocada
por Leishmania amazonenses esta relacionada a deficiéncia imunolégica dadviddo
infectado (por exemplo, AIDS). A leishmaniose mugéoea é causada principalmente por

Leishmania brasiliensige diferencia-se da forma cutanea por produzir Eesf@strutivas de
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mucosas e cartilagens, através de extensdo dietdesfio primaria ou através da
disseminacédo hematogénica (GENARO & REIS, 2005).

No Brasil, observa-se um crescimento alarmantecdsss de LV e LTA nos ultimos
20 anos. Surtos epidémicos tém ocorrido nas re@@dsste, Centro-Oeste, Nordeste e, mais
recentemente, na regido Amazodnica, relacionadopracesso predatorio de colonizagéo.
Segundo o Ministério da Saude (2007), cerca de itBovios casos de LTA sao registrados
anualmente no Brasil.

Tanto a leishmaniose visceral (LV) como a leishos@itegumentar americana
(LTA), sdo endémicas nas regides Norte e Norddstado principalmente as caracteristicas
econdmicas e culturais dessas populacdes, predodaingrincipalmente nos estados da
Bahia, Ceara, Piaui e Maranhao (Ministério da SaZ@é7; RATHet al, 2003).

Além de uma cadeia epidemiologica complexa queatdificil as acdes de controle,
diferentes espécies deishmaniaatuam como agentes etioldégicos da doenca. Nas Aaseri
a LV é causada apenas pelachagasj enquanto que a LTA tém como agentes etiolégicos
mais frequientes la. braziliensise aL.. amazonensigGONTIJO & DE CARVALHO, 2003).

Figura 9. Casos notificados de leishmaniose tegumentar aamaj@Brasil — 1980 a 2005.
L0 =

- AVIVANR

bl ]

- o~ /\_/ \/ VN
. JAY v
- [

5 o —— /

C o
g
g

10.000

FFFFI I TP FF TS
Fonte: Ministério da Saude, 2007.

Apesar dos grandes progressos feitos na compreatsdnoquimica e biologia
molecular do parasito, os tratamentos de primesaolba para muitas formas de
Leishmaniose ainda sdo injecfes intramuscularesaslidde antimoniais pentavalentes
(TORRES-SANTOS:t al, 1999), como o antimoniato de N-metilglucamindu(@ntime®) e
o estibogluconato de sédio (PentosfAn(TAKAHASHI et al, 2006). Alternativamente, o
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antibiético Anfotericina B® e a diamina aromaética (Pentamidifd sdo utilizados
clinicamente no tratamento das formas mucocutégrea®es ou em situacdes onde a LTA n&o
responde ao tratamento com antimoniais (DEDET & PRBNG, 2003). Estas drogas sdo
muito toxicas, de custo elevado, dificil adminiséta e podem causar resisténcia ao parasito.
(RATH et al, 2003; CROFT & COOMBS, 2003).

3.6.2 Doenca de Chagas

Descoberta em 1909 por Carlos Ribeiro Justiniaro@laagas, a Tripanossomiase
americana ou Doencga de Chagas € uma zoonose dpecwatamericano que se estende do
sul dos Estados Unidos até a Argentina e o ChigY(R001). E uma enfermidade de caréater
cronico causada pelbrypanosoma cruziEste protozoario pertence a ordem Cinetoplastida,
familia TrypanosomatidaeOs membros dessa familia apresentam de um adflegelos e
uma organela autoreplicavel que contém DNA, o oplesto, e podem ser encontrados em
diferentes insetos hemipteros, animais silvestdesmeésticos (LIU & ENGLUND, 2007).

Esta moléstia representa um grande problema dee saittlica nos paises
emergentes da América, afetando cerca de 18 milidesdividuos e causando a morte de
aproximadamente 21.000 pacientes por ano. Apem#mérica Central e do Sul, existem
em torno de 8 a 9 milhGes de pessoas infectadagel2des sob o risco de infeccédo (WHO,
2002). No Brasil, estima-se em cerca de cinco rag8hd nimero de pessoas infectadas por
este parasito, das quais cerca de 40% apreserdaenea clinica (DIAS, 2000).

A infeccdo peloT. cruzi apresenta um carater zoonotico e um ciclo biolégico
complexo, apresentando trés formas evolutivasoftrgstigota, epimastigota e amastigota),
envolvendo inUmeras espécies silvestres e domestba mamiferos hospedeiros
(reservatérios do parasito) e de insetos transmeissala subfamilia Triatominae,
popularmente conhecidos como barbeiros vetores @adasito (DIAS & SCHOFIELD,
1999).

A transmissdo natural, ou primaria, da doenca dag&h é a vetorial, que ocorre
através das fezes dos triatomineos, também comseciomo “barbeiros” ou “chupdes”.
Estes, ao picar os vertebrados, em geral defecais aprepasto, eliminando formas
infectantes de tripomastigotas metaciclicos, pteseam suas fezes, e que penetram pelo
orificio da picada ou por solugdo de continuidadixatla pelo ato de coc@WINISTERIO
DA SAUDE, 2005).
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Figura 10. Triatoma brasiliensi#m uma telha. Curaca, BA, 2003.
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Figura 11. Distribuicdo de casos de infeccao poypanosoma cruzbaseado em estimativas oficiais
e padrao de transmissao do vetor, mundial, 2008-200
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Fonte: Ministério da Saude (2007).

Esforcos tém se concentrado no controle do insetior vporém os doentes crénicos
se mantém como reservatorios do parasito, sendo wignae reinfecgdo da populagéo.
Recentemente foi considerada como um dos principesblemas de saude publica na
América Latina (OLIVEIRA, 2008).

Os tripanossomatideos da familia Trypanosomatidaeesantam uma grande
mudanca entre as formas celulares em seu ciclogial (figura 12) devido ao complexo

fendbmeno da diferenciacdo celular. Esse pleomoofisentorna evidente na transicdo entre os
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hospedeiros vertebrados e invertebrados, mas mmileeono interior de um hospedeiro como

uma forma de adaptacao fisiolégica ao ambientenaas antecipacdo a proxima etapa do ciclo
(SIQUEIRA, 2005).

Figura 12. Ciclo biolégico doTrypanosoma cruzi

Doenga de Chagas: Cicle de Vida do
Trypanossoma cruzi
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Barbeiro tripomastizota passa & ferida nas fezes. @v transforram em amastigntas.
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Fonte: Centers for Disease Control and Preventidisponivel em
http://www.cdc.gov/parasites/chagas/biology.html

Por apresentar muitas variagbes morfoldgicas, Iéigicas e ecoldgicas, além de
variacdes quanto a sua infectividade e patogemeidaostra que néo se trata de uma espécie
bem definida, na qual mais de 60 linhagens ou cgpfwam descritas, segundo diferentes
critérios, incluindo: a origem geografica, as esm®ale hospedeiros, a viruléncia e a
patogenicidade, as formas clinicas e epidemiol8gizadoenca, a resisténcia dos parasitos a
drogas e medicamentos e caracteristicas fenoti@tag, 2001).

No sangue dos vertebrados,Toypanosoma cruzse apresenta sob a forma de
trypomastigota e, nos tecidos, como amastigotas.ibeertebrados (insetos vetores) ocorre
um ciclo com a transformacéo dos tripomastigotagiimeos em epimastigotas, que depois
se diferenciam em trypomastigotas metaciclicos, sficeas formas infectantes acumuladas
nas fezes do inseto (MINISTERIO DA SAUDE, 2005)pé&rasita pode ser transmitido para

humanos por insetos triatomineos, alimentos comiaois por suas fezes, transfusdo de



49

sangue ou transplantes de 6rgdos de doadoresaithdsce por via transplacentaria (WHO,
2010).

A transmissao transfusional ganhou grande impadaapidemiolégica nas duas
ultimas décadas, em funcéo da migracéo de indigithfectados para os centros urbanos e da
ineficiéncia no controle das transfusdes, nos bmmm sangue. A transmissao congénita
ocorre, mas muitos dos conceptos tém morte prematéo se sabendo, com precisao, qual a
influéncia dessa forma de transmissdo na manutedgdendemia. Ocorrem ainda a
transmissdo acidental em laboratorio e a transmipsfo leite materno, ambas de pouca
significancia epidemiolégica.

Em realidade, a contaminacdo dos alimentos a baseegetais in natura co.
cruzi é acidental e pode ocorrer durante a colheitaazemamento, transporte ou até mesmo
na etapa de preparacéo. Alguns estudos descrevem iansmissao ao homem pode dar-se
pela ingestdo de insetos infectados ou de suas, faaehipétese de que sejam preparados
junto com o alimento (caldo de cana, acai); peftsumo de animais que estejam infectados,
sem uma coccao adequada da carne; pela ingessangee de animais infectados; e pelo
consumo de alimentos contaminados pela secrecédo alusais reservatérios (do ciclo
silvestre), portanto, sugere-se a hipétese de nrigsdo, por via oral, em alguns surtos
episodicos(MINISTERIO DA SAUDE, 2007).

Na literatura, ha relatos de casos da doenca dgaShma forma aguda para estado do
Parana, conseqiéncia da sua transmissao por Miaapda ingestdo de caldo de cana
contaminado com fezes de barbei(d8NISTERIO DA SAUDE, 2005). Ainda segundoo o
Ministério da Saude (2007), ha relatos de confi@oage casos de transmissao por via oral
apos ingestdo de acai, onde foram notificados X&bsc da doenca de Chagas aguda

contraidos por transmisséao oral na regido Nortsilbia, sendo 99 deles no Estado do Para.



Figura 13 - Formas tripomastigotas metaciclicasidaruzi.
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Figura 14 - Formas epimastigotas do cruzi.
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Fonte: CARVALHO (2007).

Figura 15 - Forma Amastigota d®. cruzi
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Fonte: CARVALHO (2007).
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A infeccdo porT. cruziapresenta-se sob duas fases clinicas bem disthtise
aguda (sintomatica e assintomatica), mais freqlesne criancas, apresenta como
caracteristicas o sinal Chagoma de Romafia ou deulagdo (lesbes dermatologicas
eritemato-induradas, ndo purulentas, com descamesfatiativa ao final da evolugcdo que
aparecem de sete a dez dias ap0s a infeccdo enamenapor cerca de dois a quatro meses
(PEREIRAEt al,1989). A fase cronica é classificada sob tréséar clinicas: indeterminada,
cardiaca e digestiva. Na forma indeterminada, deragbes patoldgicas s&o pouco
significativas, o que torna o diagnostico clinicbicd nesta fase, os testes sorologicos
geralmente sao positivos (MACEDO, 1997). As pestpuigpontam que cerca de 60% das
pessoas infectadas se encontram nesta forma. Ni@s darmas (cardiaca e digestiva), os
testes soroldgicos confirmam os achados clinicos.

Atualmente, dois medicamentos tém sido usados a&an®f. cruzi nifurtimox e
benzonidazol. Os mesmos séo ativos contra formmagigaeas do parasito e também sobre as
teciduais e devem ser administrados continuameateup periodo ideal de 60 dias. A
administracdo desses medicamentos € oral tendo ammwa-indicacbes importantes a
gravidez, a insuficiéncia hepatica e a insufici@menal (DIAS, 1999).

No entanto, o tratamento da Doenca de Chagas oanparcialmente ineficaz,
apesar das pesquisas desenvolvidas por variosatdbhos e pesquisadores, em especial 0s
sul-americanos. Varios compostos sintéticos véndséastados em animaisaguns deles
tém sido usados no homem, porém nenhum elimindeaci&o pelol. cruzi ou promove cura
definitiva em todos pacientes tratados (LANA; TAHURI05).
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MATERIAIS E METODOS
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4 MATERIAIS E METODOS

A partir deste momen, iremos observaas metodologias empregadasexecucao
deste trabalh@ue teve inicio em setembro de 2. Logo abaix¢ se podeverificar uma
representacdo esquematsimplificada que resume a sequia de testerealizados com a
espéciePityrogramma calomelan: (L.) Link.

Figura 16. FluxogramaRepresentacgdo ilustrat-esquematicdos testes executad
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4.1Drogas, Reagentes e Solucdes

Tabela 3.Substéancias utilizadas nos ensaios e suas reseptivcedéncias.

Acetato de Etila
Anfotericina B

Amicacina

Benzonidazol

Brain Heart Infusion (BHI)
Canamicina

Clorofenol vermelho-D-galactopiranosideo (CPRG)
Cloroférmio
Dimetilsulfoxido (DMSO)
Etanol

Estreptomicina

Fetal Bovine Serum (FBS)
Gentamicina

Hexano

Heart Infusion Agar (HIA)
Mebendazol

Metanol

Metronidazol

Neomicina

Nifurtimox

Nistatina

Norfloxacina

Penicilina G

Resazurina

Tween 80

Dinamica, Brasil
Sigma, USA
Sigma, USA
Roche, USA

Difco, Detroit, Ml
Sigma, USA
Roche, USA
Dinamica, Brasil
Merck, Alemanha
Dinamica, Brasil
Reig Jofre, Espanha
Gibco, Carlsbad, CA
Sigma, USA
Dinamica, Brasil
Difco, Detroit, Ml
Lasa, Brasil

Dinamica, Brasil
Prati, Brasil
Sigma, USA
Bayer, USA
Teuto, Brasil

Laborclin, Brasil

Reig Jofre, Espanha
Sigma , USA
Sigma-Aldrich, USA

Todas as solugbes foram preparadas de acordo camcasiendacdes dNational

Comitee for Clinical Laboratory StandargdCCLS, 2003).
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4.2 Microrganismos
4.2.1 Cepas Bacterianas:

As cepas bacterianas utilizadas fordm:coli (EC-ATCC10536 e EC27§% aureus
(SA-ATCC25923 e SA358) Bseudomonas aerugino$ATCC15442 e PSU 03) com perfil
de resisténcia mostrada tabela 4 Todas as cepas foram mantidas lerart infusion Agar
slants (HIA; Difco) e antes dos ensaios, as cépas foraltivadas durante 24 h a 37°C em
brain heart infusion (BHI, Difco). Todas as cépas foram obtidas da game de
microrganismos do Laboratério de Micologia, Depagato de Ciéncias Farmacéuticas
CCS - UFPB.

Tabela 4.0rigem bacteriana e perfil de resisténcia aos idtitbs

Bacteria Origem Perfil de Resisténcia

Astreonan, amoxicilina, amicilina,
amoxilina, cefadroxil, cefaclor,
cefalotina, ceftazinidima, ciprofloxacina,
clorafenicol, imipenem, canamicina,
sulfametrim, tetraciclina and tobramicina.
Oxacilina, gentamicina, tobramicina,
amicilina, canamicina, neomicina,
paramomicina, butirosina, sisomicina and

netilmicina.
Cfepina, ceftazidina, imipenem,
ciprofloxacina, piperacilina-tazobactam,
levofloxacina, merpenem and amicilina.

Escherichia col27 Ferida cirargica

Staphhylococcus aure3$8 Ferida cirargica

Pseudomonas Aerugino8a Urocultura

4.2.2Cepas fungicas

As cépas fungicas utilizadas fora@andida albicandATCC 40227,Candida krusei
ATCC 6538 eCandida tropicalisATCC 13803. Todas as cépas foram mantidasheanrt
infusion Agar slantg¢HIA; Difco) e antes dos ensaios, as células fotaftivadas durante 24h
a 37°C embrain heart infusion(BHI, Difco). Todas as cépas foram obtidas da ¢gamede

microorganismos do laboratdrio de micologia - UFPB.

4.3 Meios de cultura

Foram utilizados nos ensaios biolégicos os seguimteios de culturaAgar Heart
Infusion- HIA (Difco, Detroit, MI.), Brain Heart Infusion- BHI (concentracéo indicada pelo
fabricante, 10%). Todos os meios de cultura fora@pgrados seguindo as especificacées do

fabricante e esterilizados em autoclave de vapentgu
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4.4 Linhagens celulares utilizadas

Para os ensaias vitro de T. cruzj cépas do parasito CL-B5 (clone CL-B5) foram
usados (BUCKNERet al, 1996). Os parasitos foram transfectados com me ge -
galactosidase deEscherichia coli(LacZ ) e foram gentilmente cedidos pelo Dr. F. IBwer
por meio do Instituto Comemorativo Gorgas (Panam&).formas epimastigotas foram
cultivados a 28°C em Infusdo de Figado Triptosé&)kcbm 10% de soro fetal bovino (FBS),
penicilina e estreptomicina como descrito anteremta (LE SENNEet al, 2002), e colhidas
durante a fase de crescimento exponencial. Pastudceeda atividade leishmanicidavitro,
foram utilizadas formas promastigotasldéraziliensistMHOM/CO/88/UA301) a 26°C em
Schneider's(meio para inseto) suplementado a 10% (v/v) iadivpelo calor de soro fetal

bovino, 2% de urina humana normal (v/v) mais péingie estreptomicina.
4.5 Selecgéo e coleta do material vegetal
Folhas deP. calomelanogoram coletadas em periodo chuvoso (Setembro, 264.0)

cidade do Crato, estado do Ceara, Brasil.

Figura 17. Municipio de Crato (verde), Ceard, Brasil.

http:/www.geoparkararipe.org.br/geopark-websitaibgsp?page=cidades/crato 23 de julho de 2011

O material vegetal foi identificado por Dr. Antonidlamo Feitosa Saraiva da
Universidade Regional do Cariri, Crato, CE, Brasiyma amostra da espécie foi depositada
com a identificacdo 5570 no Herbatidardano de Andrade Lima” da Universidade Regional
do Cariri, Crato, CE, Brasil.
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4.5.1 Preparacdo do extrato etandlico (EEPC), fragd hexanica (FHPC), fracdo
acetato de etila (FAEPC) e fracdo metanodlica (FMPC)e folhas deP. calomelanos
(L.) Link.

Para preparacdo e obtencdo do extrato foram caketathas que ainda frescas
foram trituradas com tesoura manual, tendo assmeatada a superficie de contato. Em
seguida, foram acondicionadas em recipientes iddializados contendo solvente
suficiente para submergir todo material vegetal &, sendo apos esse periodo, filtrado
em papel filtro e concentrado em condensador votativacuo (model Q-344B — Quimis,
Brazil) e ultrathermal banho (model Q-214M2 — QuimiBrazil) (BRASILEIROet al,
2006). Posteriormente, 950 g de folhas Rlecalomelanosobtiveram 50g de extrato
etanoico. Mais tarde, 40 g de EEPC foi fracionamm ©iexano, acetato de etila e metanol,
produzindo 14,3 g de fracdo metandlica, 18,5 graghb acetato de etila e 0,56 de fracao
hexanica. O extrato etandico e as fracdes foramiddis em DMSO.

4.5.2 Preparo das solucdes a partir do extrato edcdes

No preparo da solucdo inicial, o extrato etandicoi ®olubilizado em
dimetilsulféxido (DMSO-Merck, Darmstadt Alemanha), sendo observadas as seguintes
proporc¢des: 10mg de extrato solubilizados em 1mUdidetilsulfoxido (DMSO), para obter
uma concentracao inicial de 10mg/mL. Em seguida, sducao foi diluida em &gua destilada

atingindo uma concentracdo de 10g4nL e reduzindo a concentracdo de DMSO para 10%.

4.5.3 Prospeccao fitoquimica

A avaliagdo e identificacdo das classes de metabofiecundarios presentes no
extrato etandico e fracdes foi realizada atravéprdpeccéo fitoquimica, seguindo o método
descrito por Matos, 2009. Segundo este autor, @tiftacdo dos principais constituintes
quimicos € possivel mediante execucdo de sua #édeacrita a seguir. Os testes se baseiam
na observacdo visual da alteracdo de cor ou fowndedprecipitado apds a adicdo de

reagentes especificos.
4.6 Metodologia utilizada na prospeccéao fitoquimica
4.6.1 Preparacgao de extratos

Foram utilizados 300mg de extrato bruto e fragcOPsra a diluicdo dos produtos

naturais foi usado etanol absoluto com 30% de 4@aanL de alcool e 9mL de agua
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destilada). Em seguida, fracos de 10 mL foram nadoe de 1 a 6 onde foi adicionado 3 mL
de cada produto natural diluido em etanol.

4.6.2 Teste para identificacdo de fendis e taninos

Para este teste, tomou-se o frasco n° 1 e juntatr@sngotas de solucao alcoolica de
FeCk o frasco foi agitado observando alguma variacasuaacor ou formacéo de precipitado
abundante e escuro. Em seguida, foi comparado comteste em branco, usando apenas agua
e cloreto férrico. Para interpretacdo dos resu#tddpfeita a seguinte observacgéo: Coloracao
variavel entre azul e vermelho é indicativo da @nea de fendis, quando o teste - branco for
negativo. Precipitado escuro de tonalidade azuican@ presenca de taninos pirogéalicos
(taninos hidrolizaveis) e verde, a presenca dentasnflobabénicos (taninos condensados ou

catéquicos).

4.6.3 Teste para antocianinas, antocianidinas e flandides

Neste ensaio, tomou-se os frascos de n° 2, 3 eiddilamdo um deles a pH 3,
alcalinizando outro a pH 8,5 e o terceiro a pH Efn seguida, foi observada qualquer
mudancga de coloracdo do material. O aparecimentoocks diversas indica a presenga de
varios constituintes de acordo com a tabela 5.
Tabela 5 Coloragéo representativa dos metabdlitos seciosdiéstados.

Constituintes Cor em meio
Acido pH 3 Alcalino pH 8,5 Alcalino pH 11
Antocianinas e Vermelha Lilas Azul/parpura

Antocianidinas

Flavonas, Flavonois - - Amarela
e Xantonas

Chalconas e Auronas Vermelha - Vermelho/Purpura
Flavonondis - - Vermelho/Laranja

4.6.4 Teste para leucoantocianidinas, catequinaglavononas

Neste teste, tomou-se os frascos n° 5 e 6, acutularprimeiro por adicdo de HCI
até pH 1-3 e alcalinizando o outro com NaOH atéldH Em seguida foi aquecido com
auxilio de uma chama de alcool durante 2-3min, atlodamente. Foi observada qualquer
modificagdo na cor, por comparagao com os tubagegmondentes usados no teste anterior.

Para interpretacdo dos resultados foi feita a se&gubbservagdo: Aparecimento ou
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intensificagdo de cor indica a presenca de coimgtst Em meio acido: Leucoantocianidinas
(Vermelho); Catequinas  (Pardo/amarelada).  Em  meidcalimo:  Flavononas
(Vermelho/Laranja). No caso da presenca de ambusgonstituinte pode mascarar a cor

indicativa de outro.

4.6.5 Teste para alcaloides

Para o teste de alcaldides os produtos naturasnfatiluidos em 30 mL &acido
Acético 5%. Em seguida essa solucdo foi aquecidaaafervura por alguns minutos.
Imediatamenete a solugcao foi transferida para umil fle separacdo que em seguida foi
alcalinizada com Hidroxido de Amoénia (NBIH) 10% (aproximadamente 10 mL)
acompanhando o pH com auxilio de papel indicadoradkcionando cloroférmio
(aproximadamente 15mL), que sofreu agitacdo edeixado em repouso. Na presenca de
alcalbides esses irdo passar para a fase cloraf@ienominada - Fragdo Alcaloidica. Apds
o procedimento, coletou-se a fase cloroférmica @milio de um béquer. Em seguida,
evaporou-se o solvente restando apenas um resigudayera conter alcaloide. Ao residuo
foi adicionado gotas de acido cloridrico (HCI) 1#edoi homogeneizado. Logo depois foi
aplicado sobre uma lamina de vidro uma gota dag8oleloridrica obtida ao lado de 1 gota
de reagente Draggendorff. As solu¢des foram midasaO aparecimento de precipitado é
indicativo da presenca de alcaldides na planta.

4.7 Preparo e padronizagao de inéculos bacterianesfingicos

Culturas de fungos e bactérias foram mantidas a&d?@fuséo de Coracdo em Agar
(Heart Infusion Agar- HIA). Antes dos testes, as linhagens foram regdess para 0 meio
citado e incubadas por 24 horas a 35°C. As linlmgestadas foram inoculadas @&rain
Heart Infusion(BHI) na concentracdo recomendada pelo fabricantecubadas nas mesmas
condi¢des citadas anteriormente. Suspensdes casuirnento bacteriano e fungico foram
diluidas em BHI em concentracéo de 10% até a oficette 10 céls/mL (NCCLS, 2000).

4.8 Ensaio de susceptibilidade para as formas episiggotas doTrypanosoma cruzi

O ensaio de rastreamento foi realizado em placasid@diluicdo de 96 pocos de
plastico com culturas que nao atingiram a fasecestaria, como descrito por VEGé#t al,
2005. Formas epimastigotas foram semeadas a f pdtOmililitro em 200 L, as placas
foram entdo incubadas com o extrato e fracbes @ p8f 72 horas, momento em que 30

de solugdo CPRG foram adicionados para dar umantacéao final de 200M. As placas
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foram incubadas a 37°C por mais 6 h adicionaig@&odidas a 595 nm em espectrofotometro.
O Nifurtimox foi utilizado como droga de referénci@ada concentracdo foi testada em
triplicata. Cada experimento foi realizado duasegeseparadamente. O percentual de inibicdo
(%AE) foi calculado como segue: %AE = [(AE _ AEBYY _ ACB)] - 100, onde AE =
absorvancia do grupo experimental; AEB = brancaam®postos; AC = grupo controle de
absorvancia; ACB = branco de meio de cultura. Alsicees do extrato e fracbes a ser
analisadas foram preparadas em dimetilsufoxidala@omo concentracdo final uma mistura

agua/DMSO jamais excedendo 0.2% do solvente final.

4.9 Ensaio de susceptibilidade para formas promagtas deleishmania brasiliensis

Formas promastigotas (2.5 x°Jfarasitas/poco) foram cultivadas em placas de 96
pocos de plastico. As amostras foram dissolvidasdenetilsuféxido (DMSO). Diferentes
diluicbes dos compostos de até 200 mL de voluna §&o adicionadas. Apos 48 h a 26 °C,
20 mL de solucéo de resazurina foi adicionado xdoereducgao foi quantificada a 570 a 595
nm. Cada concentracdo foi testada em triplicata. danga ensaio foi utilizado drogas de
referéncia como controle. As porcentagens paradatie antipromastigotas (%AP) foram

calculadas. A eficacia de cada composto foi deteada.

4.10 Ensaio de citotoxicidade

O procedimento para a medicdo de viabilidade cefolaavaliada com resarzurina
por método colorimétrico. Fibroblastos NCTC929 forsemeados (5 x 1@élulas/ poco) em
placas de microdiluicdo de fundo chato de 96 pams 100 L de meio RPMI 1640.
Deixou-se que as células pavimentassem as plac24pa 37C e atmosfera de 5% de €O
O meio foi substituido por diferentes concentragd@s drogas em 200L de meio e, em
seguida, foram incubados por mais 24h. Controlesréscimento também foram incluidos.
Posteriormente, um volume de 2Q da solugdo 2mM de resazurina foi adicionado e as
placas foram devolvidas a incubadora por outragpd@a avaliar a viabilidade celular. A
reducdo da resazurina foi determinada por medidebderbancia do comprimento de onda a
490nm e 595nm. Cada concentracao foi testada é@syO meio e as drogas padrdes foram
usados em cada teste como brancos. A citotoxicidadmda composto foi estimada através
do calculo do percentual de citotoxicidade (C%).
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4.11 Atividade antifungica/antibacteriana e modulago

A concentragdo inibitéria minima (CIM) foi deterraga em BHI 10% pelo método
de microdiluicdo em caldo, usando uma suspensd6°d¢FC/mL e concentracdes do extrato
e fracOes variando de 1024/mL, e a partir desta, efetuaram-se diluicbesadas 1:1,
durante o teste microdiluicdo, obtendo-se as cdragghes de extrato e fragGes variando de
512 a 8g/mL e DMSO para 5% de concentracdo (JAVADPO&tRal, 1996). A CIM foi
definida como a menor concentracédo na qual nenmastimento microbiano foi observado.
Para a avaliacdo do extrato e fracbes como moddies da resisténcia a drogas antifungicas
e antibacterianas, a concentracao subinibitérid(&) foi adicionado uma concentracdo da
substancia teste variando de 1024/0gbmL. As placas foram incubadas por 24h a 37°C e

lidas visualmente.

4.12 Analises estatisticas

Andlises estatisticas foram realizadas usando graamaPrisma5.0. As medidas da
concentracdo efetiva (G§, que representa a concentracdo da amostra neaepsaa
eliminar 50% dos microorganismos foram calculadesvéas da analise de regressao linear
pelo método dos minimos quadrados medindo a pagemt da atividade efetiwgersusas
concentracées do extrato e fracoes de cada am@ésttis, foi obtida pela resolucdo da
equacao (substituindo o valor de Y por 50) que adracentracdo necesséria para produzir
metade (50%) de um efeito maximo estimado em 108fa p extrato e fracdes da planta
(MENSOR, 2001).
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Atividade tripanocida

Conforme nossos resultados foi visto que a FHP@saptou excelente atividade
tripanocida na concentragdo de 50 pg/mL, pois hoti® de morte ou inibicdo do
crescimento de formas epimastigotasTdgranosoma cruzidlém destaa FHPC foi testada
em mais duas concentracdes, 25 pg/mL e 12,5 pgNekta concentracdo houve 67% de
inibicdo e naquela houve 47% de inibicdo, logoessesultados indicarons resultados
contraT. cruzi.O dado mais interessante da FHPC é que, além deamexzcelentes efeitos
tripanocidas, a mesma néo apresentou nenhum teaertatexicidade, nas concentragdes
testadas, em células humanas (fibroblastos, NCTICB2BG;, para a FHPC foi determinada,
revelando um valor de 73,57.

Para o EEPC foi verificado que o mesmo também aptes bons efeitos
tripanocidas, no entanto, estes efeitos aconteceradmante altas concentracdes do extrato e
altos niveis de citotoxicidade. Quando se test&lEBC na concentracdo de 50 pg/mL houve
37% de morte ou inibicdo do crescimento de fornpasastigotas ddrypanosoma cruze
citotoxicidade de 6%, ndo sendo um resultado @miente relevante. A Egpara o EEPC
foi determinada, revelando um valor de 52,26.

Na analise fitoquimica detectou-se a presencaaderibides. A pesquisadora Aea
al., (2010) demonstrou que o flavondide quercetisalado da fracdo hexanica BRapanea
lancifolia demonstrou baixa atividade tripanocida. Por oldp, Takearaet al, (2003)
mostrou que Quercetina-3-metil éter isolado doatatdelLychnophora staavioidedart.
(Asteraceae) mostrou atividade promissora cohtreruzi pois ndo houve lise de células
sanguineas. Aléem disso, Quercetina-3-metil éteesgmtou uma porcentagem de atividade
tripanossida de 63,2 %. Este relato qualifica aim@s o nosso resultado, pois mostra uma
intima semelhanca entre atividade tripanocida dR@®HKom o trabalho de Takeagt al,
(2003). De acordo com dados da literatura, este primeiro relato, cientificamente
comprovado, da atividade antiepimastigota pa@rgpanosoma cruziutilizando extrato

etanoico (EEPC) e fracdo hexanica (FHPCPdgrogramma calomelands.) Link.

5.2 Atividade leishmanicida
De acordo com nossos resultados foi constatada quePC e a FMPC, nas varias
concentracdes testadas, ndo apresentaram ativitiad@mente significante contra formas

promastigotas dd_eishmania braziliesisIsto se deve pelo fato destas fragbes terem
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apresentado um percentual de 0% para essa ativiQddervou-se que na concentragao de
500 pg/mL o EEPC e a FAEPC apresentaram 100% vdeaxte leishmanicida, entretanto,
estes produtos naturais mostraram um alto perde(i08%) de citotoxicidade quando
testados em células humangdibroblastos, NCTC929). Desta forma, assinalanestes
resultados como irrelevantes do ponto de vistacdinBaseado nisto, conclui-se que 0s
produtos naturais de. calomelanosna forma de extrato ou fragbes, ndo possuendatei
leishmanicida.

Em comum acordo com a literatura, este € o primedato, cientificamente
comprovado, da atividade antipromastigotas pagighmania braziliesisutilizando extrato
etandico (EEPC), fragcdo hexanica (FHPC), fracdatatwede etila (FAEPC) e fracdo

metanolica (FMPC) dPityrogramma calomelandg.) Link.

5.3 Atividade antifingica e moduladora de antibiottos

Conforme nossos resultados, foi obervado uma Ctregdo Inibitéria Minima
(CIM) no valor de 1024 g/mL para o extrato etandlico e fracbes Rigyrogramma
calomelanoslogo, podemos afirmar que os produtos naturastadespécie nao apresentam
atividade antibiotica clinicamente relevante. Nostde de concentragdo sub-inibitoria
(modulagédo da acdo de aminoglicosideos) a FMPIdRC modularam exclusivamente a
atividade do Benzoilmetronidazol frente as cépa€ dalbicans reduzindo a CIM para 128

g/mL. O EEPC modulou a atividade do Benzoilmetranal frente aC. kruseie C.

tropicalis, reduzindo a CIM de ambas as cépas para 866L. Por outro lado, a FAEPC néo
produziu atividade moduladora de antibiéticos feas trés linhagens de cépas testadas.
Portanto, baseado nos dados da literatura, esteriémeiro relato de atividade antifungica
para o extrato etanodico (EEPC), fracdo hexanicdPEkifracdo acetato de etila (FAEPC) e
fracdo metandlica (FMPC) deityrogramma calomelano$L.) Link. frente as cépas de

Candida albicans, Candida kruseCandida tropicalis

5.4 Atividade antibacteriana e moduladora de antiliticos

Segundo nossos resultados, foi verificado que ac&uracao Inibitoria Minima
(CIM) mostrou valor de 1024 g/mL para o extrato e as fragbes analisadas, Ist® e
resultado pode ser consignado como irrelevanteodtople vista clinico.

A atividade moduladora de antibioticos (aminoglidess) apresentou dados bem
interessantes. Nos testes, foi visto que o EEPénpiatlizou o efeito da amicacina frent&.a

coli 07, reduzindo a CIM em 4 pontos. O EEPC tambémutoada atividade de amicacina,
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canamicina e gentamicina frenteSaaureus358, reduzindo a CIM em 3, 2, e 6 pontos,
respectivamente. Por outro lado, 0 EEPC ndo modukatividade de nenhuma droga frente a
P. aeruginos&3.

A FMPC modulou a atividade apenas da amicacinddraB. coli, reduzindo a CIM
em 2 pontos. Frente & aureusa FMPC modulou a atividade de canamicina, geniamie
neomicina, diminuindo a CIM em 2, 6, e 2 pontospeetivamente. Ja frentdPa aeruginosa
03 a FMPC ndo modulou a atividade de nenhum amausjtieo testado.

A FAEPC modulou a atividade da amicacina reduzad@M em 9 pontos frente a
E. coli. Frente aS. aureusa FAEPC modulou a atividade de canamicina, gewriamie
neomicina, diminuindo a CIM em 2, 6, e 3 pontospestivamente. De outra forma, a
FAEPC nao induziu acdo moduladora de aminoglicosiftente &. aeruginos&s3.

A HFPC frente &. colimodulou a atividade da amicacina e canamicinajziado a
CIM em 9 e 4 pontos, respectivamente. Frent8. &aureusa HFPC modulou apenas a
atividade da gentamicina reduzindo a CIM em 6 pmn#nte estes resultados néo foi
verificado acdo moduladora de antibiéticos da Hfe@te aP. aeruginos&s3.

Inmeras pesquisas tém abordado o uso combinadoodas, seja sintética ou de
origem vegetal. Essa nova abordagem tem sido atifratamento de doencas infecciosas
causadas por microrganismos resistentes. Estudo®xwatos de plantas tém mostrado uma
promissora atividade quando combinados a antim@nols atualmente utilizados,
aumentando de fato a sensibilidade de microrgarsige®istentes a drogas sintéticas.

Os extratos e fracOes de plantas ou animais possuersua composicao diversas
moléculas com propriedades antibidticas. Estes oetop, isoladamente ou de forma
associada, podem agir aumentando ou diminuindo deberminada atividade, bem como
apresentarem efeito citotoxico em células humahago, sdo necessarias mais investigacoes
que possibilitem determinar o potencial terapéutiae plantas, e que por sua vez, confirmem

as incriveis propriedades antibiéticas de um gramigheero de plantas ainda inexploradas.
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Pteridofitas em evidéncia: Etnobotanica e Bioatidlades Farmacoldgicas

RESUMO

Sem duavida alguma, as pteridofitas sdo um
dos grandes grupos de vegetais vasculares exsstente
em diversos lugares do planeta terra. Neste sentido
este capitulo discorrera a respeito de sua utéidad
para o bem-estar e melhoria da qualidade das
populacdes humanas. Previamente, € necessario que
este grupamento de plantas seja primeiramente
apresentado e caracterizado para facilitar o
entendimento da relacdo entre as espécies deste
grupo e o homem. Em seguida, antes de consignar
diferentes relatos sobre bioatividades, torna-se
necessario destacar o uso medicinal de plantasapa\?‘a-

diferentes tipos de culturas. Dessa forma, sé€
possivel deleitar-se com as diversas potencialglag

farmacolégicas deste grupo que ha milhdes de aig®

medicina fitoterapica. Para enriquecer o discurs
sobre as potencialidades de pteridofitas, u
interessante estudo de caso serd demonstradoasot
investigagdo de atividade antioxidante e
samambaias de diferentes familias. Nesta abordag

sera dad énfase a compostos fendlic
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1. INTRODUCAO

Pteriddfitas séo criptdgamas vasculares e formangwpo negligenciado rico em
biodiversidade. Seu valor alimenticio e medicindb nsdo muito bem conhecidos pela
populacdo mundial, embora sejam difundidos ampl&ene literatura cientifica.

A utilizacdo destas plantas de sociedades antigasntemporaneas como agente
terapéutico, entre outras serventias, tem instigadoriosidade em conhecer um pouco mais
sobre a pratica medicinal popular, que as colocaocam dos protagonistas da histéria
humana e, sobretudo, em averiguar a sua eficaaneatda ciéncia.

Relacbes entre pteriddfitas e o homem, portastm, $ido registrada ao longo dos
anos. O uso das pteridéfitas é relatado no sistdenanedicina Ayurvedic elaborado por
Sushruta (ca 100 AD) e Charka (ca 100 AD) que recalava o uso de algumas samambaias
em suasSamhitasa literatura médica tradicional. Pammel [1] cdoywi um manual de
plantas venenosas do leste da América do Norte lo@mves citacdes sobre os valores
medicinais e econbmicos de varias plantas, inctuiatbumas pteridéfitas. Samambaias
também sdo usadas pelos médicos no sistema deimagditani [2]. No sistema de medicina
chinesa, muitas samambaias s&o prescritas por osétiicais [3]. Mais tarde, modernos
estudos biologicos e farmacéuticos foram realizados pteridofitas por diferentes
pesquisadores. Benerjee e Sem [4] conduziram urten®xa pesquisa para a atividade
antibidtica de iniumeras samambaias, relatando sobra centena de espécies com tal
propriedade. Dixit e Vohra [5] reportaram que intpotes espécies de pteriddfitas da india
sdo usadas na alimentacdo e medicina popular. Kay6h enfatizou a importancia
etnobotanica de samambaias de Rajasthan, Indiaddssimportantes sobre o valor alimentar
e medicinal de pteridofitas foram conduzidos poyatd7], Hodge [8], e Dixit [9]. Em 2004
Goshet al.[10] reportou o uso de pteridofitas como plantasenticias e medicinais.

O uso etnobotéanico desse grupo é de imensa imp@tan isto é claramente
entendido por pesquisadores como substrato neitepséa a descoberta de principios ativos

capazes de promoverem o bem-estar e a saide humana.
2. PTERIDOFITAS: CARACTERIZACAO E ASPECTOS ECOLOGICOS
Pteriddfitas sdo plantas vasculares sem floresngestes, que se reproduzem por

esporos, cujo ciclo de vida heteromorfico é apresenem duas fases, a gametofitica e a

esporofitica, compartilhando dessa forma uma dlteria de geracdes [11]. Por um longo
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tempo, estas plantas foram tratadas como um uniopogsendo classificado como
pertencendo a uma divisdo chamada pteridophyta ¢bgktituida por classes evolutivamente
distintas, formando um taxon parafilético [13,14].

A partir da década de 90, novos estudos envolvandtises cladisticas com dados
morfologicos, ultraestrutura de gametas e analdesseqiéncias de DNA com uso de
marcadores moleculares de genes plastidiais, nmiti@s e nucleares culminaram com o
direcionamento das pteriddfitas em duas linhageosofiiéticas distintas: as licéfitas e as
moniléfitas (samambaias) [14,15,16].

Na nova classificacao, portanto, o termo “pteiitdSf, designado para representar um
grupo parafilético, comeca a cair em desuso e cagtes conheciamos como “pteridofitas”,
de acordo com Prado e Sylvestre [11] correspongiedwlinhagens monofiléticas licéfitas e
samambaias. Apesar das semelhancas no ciclo de, \edtes grupos diferem
filogeneticamente, e as samambaias sdo mais netatas com as plantas com semente do
que as licofitas.

As samambaias possuem megafilos e uma vasculizdgerenciada, onde o
protoxilema apresenta-se confinado a lobos do codid xilema. As raizes laterais séo
formadas a partir da endoderme, o protoxilema éroesprimeiras células do xilema em
posicdo mediana, com maturacao radial) nos brotssamterozoides possuem de 30 a 1.000
flagelos. A este grupo pertencem as classes Rssiom Equisetopsida, Marattiopsida e
Polypodiopsida e sédo reconhecidas 37 familias exapadamente 12.240 espécies
[13,14,17].

As licofitas caracterizam-se por apresentaremamltio tipo microfilo (com apenas
uma nervura central), arranjo dos microfilos hetlebou oposto, microfilos ligulados ou sem
ligulas, esporéangios nascidos na axila do micrdfddo adaxial) ou esporangios geralmente
organizados em estrobilos no apice dos ramos [JLéstiBna que hoje as licofitas representam
menos de 1% de todas as plantas vasculares, semgmstas pelas familias Lycopodiaceae,
Selaginellaceae e Isoetaceae [19, 20], com cer&aBA6 espécies descritas [17].

Licéfitas e samambaias ocupam uma grande divelside ambientes em variados
ecossistemas, apresentando diferentes formas lwashgncluindo quase todas as formas de
crescimento e de adaptacao das angiospermas B eepresentadas por plantas terrestres,
epifitas, hemiepifitas, rupiculas ou aquaticas .[19¢gundo Moram [17], o namero de
espécies aumenta em ambos os hemisférios quandpregima da linha do equador,

atingindo aproximadamente um total de 13.600 espgdiistribuidas em quatro centros de
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maior diversidade: Sudeste Asiatico com 4.500 spmérica do Sul com 3.500 spp.,
Mesoameérica com 1.800 spp. e a regido das Antilbias1.200 spp.

Ambientes tropicais umidos e montanhosos conratifes formas de disponibilidade
hibrida, como precipitacdo, condensacdo e nebdida, locais de maior prevaléncia deste
grupo de vegetais. Ocorréncia em areas de estacaoosl em clima semiarido também é
registrada; entretanto, como é de se esperarpcsioe em menor proporcdo. Informacdes
contidas no Catalogo de Plantas e Fungos do Btdgjlapontam, que este pais, por exemplo,
com area territorial de 8.514.880 Knprovavelmente possui a maior flora do mundo,
perfazendo de 8,8 a 12,8%. Deste percentual, 93,6 de sua diversidade floristica é
distribuida entre samambaias e licoficas, sendooar@&ncia maior verificada nos Dominios
Fitogeograficos Mata Atlantica, seguida pela Ama@adrCerrado, Caatinga, Pampa e
Pantanal.

Para finalidade didatica, neste capitulo utilimawe o termo pteriddfita, uma vez que
nem todas as plantas mencionadas, encontram-gariagdeomente classificadas em licofitas e

monilofitas por seus pesquisadores.

3. ASPECTOS ETNOBOTANICOS: A IMPORTANCIA SOCIO-ECONO®A DO
SEGUNDO MAIOR GRUPO DE PLANTAS VASCULARES.

Com uma grande riqueza de espécies, era de seregpe o homem se beneficiasse
delas com o objetivo de melhorar sua qualidadeidi VAo longo dos anos as pteriddfitas
vém sendo amplamente utilizadas de diversas forpeas populacbes humanas e a
importancia do grupo abrange aspectos econdmicasstdicados, embora ndo sejam tao
reconhecidos mundialmente. Como exemplo, podemetacl 0 uso etnobotanico como
plantas ornamentais, como matéria prima para aict#io de artesanatos, utensilios
domeésticos e cosmeéticos, em rituais misticos, ingeatacdo e na medicina popular.

A utilizagdo como planta ornamental, viva ou degaba, tem despertado desde muito
tempo o interesse das populacdes, e tem sido evada uma das principais atividades
econdmicas deste grupo de plantas vasculares. mptaedisto cita-se a espédrumohra
adiantiformis (G. Forst)Ching a samambaia-preta ou verdes, que, através dextagd®
direta do ambiente natural, tem sido a fonte delagrara cerca de trés mil agricultores da
Encosta Atlantica do rio Grande do Sul, Brasil @ile Miguel, 2003) [22]. Outras espécies
sdo citadas por Santos e Sylvestre (2006) [23] c@mhotas ornamentais, sendo estas

Polypodium catharinakangsd. & Fisch.Polypodium triserialé&Sw., Adiantopsis radiatdL.)
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Fée, Adiantum raddianuncC. Presl.,Pityrogramma calomelanof..) Link, Anemia collina
Raddi, Thelypteris dentatgForssk.) E.P. St. John, muito utilizadas na ormdag@o de
ambientes ou no preparo de arranjos de flores.

Dicksonia sellowianaHook, o xaxim, apesar da iminente ameaca de ewgota
como recurso natural ndo renovavel e mesmo corstaadista oficial de plantas ameacadas
de extincdo, tem sido extraida em atividade exfdeano estado do Parana — Brasil, para a
fabricac@o de vasos, placas, palito e po [24].

Na Nicaragua, a samambaia de habito lianesdgmedium venusturB8W., chamada
localmente de crespillo € extraida para fabricalgioestas, sendo de grande importancia para
as familias que sobrevivem desta atividade ecorsntista mesma espécie € também
utilizada no preparo da bebida sagrada ayashuatastpibos indigenas Sharanahua e Culina
na Amazonia Peruana [25, 26].

O uso mistico de algumas espécies também é rel&akhginellabryopteris(L.) Bak.

é fumada juntamente com o tabaco em rituais msst@@ausando alucinacbes, enquanto
Trichomanes vittarize Selaginella amaz6nicado empregadas em banhos, para acalmar e
atrair felicidade.Asplenium formosurme Microgramma vaccinifoliasdo usadas em banhos
mediunicos [27].

Pteriddfitas sdo também apreciadas na alimentagiolo que a grande maioria so €
consumida depois de cozida, para que perca o sabargo. Como exemplo podemos citar
espécies comblaratta salicina(Sm.),Diplazium esculenturfRetz.) Sw.Maxima diplazium
(D. Don) C. Chr., Dicranopteris linearis(Burm. f.) Und.,Angiopteris evectgHoffm.) e
Pteridium aquilinum(L.) Kuhn var.arachnoideum(Kaulf.) Brade , sendo que esta ultima
pode desenvolver tumores no trato gastrointestimatatos e por causa deste efeito e da acao
carcinogénica e mutagénica demonstrada por outrasdades desta espécie, aconselha-se
gue seja cessado 0 seu uso na alimentacao [239280].

Entretanto, o uso secundario mais comum das pfaas € como planta medicinal.
Nos ultimos anos, diversos trabalhos tem sidozaadtis em inimeras localidades e listagens
contendo nome cientifico e popular, partes utikzad formas de uso pelas populagdes, além
da sua serventia sdo divulgados no meio cientifida. realidade, Os levantamentos
etnobotanicos sdo muito importantes, pois fornecgéonmacodes valiosas sobre a terapéutica
popular e, além disso, norteiam pesquisas sobrédadies farmacoldgicas de espécies

mencionadas como medicinais, na busca incessant®ppostos clinicamente Utilizaveis.
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1. ETHNOMEDICINA DE PTERIDOFITAS: SABEDORIA POPULAR BEAUDE

Ao longo dos anos, experiéncias com plantas medgivém sendo repassadas de
geracdo em geragdo. O uso continuo de pterid@itapovos de todo o mundo ainda tem tido
pouco destaque em relacdo ao grupo das angiospdavteamo assim, espécies de diversas
familias sdo utilizadas em tratamentos fitoterapit@dicionais, nos quais sao utilizadas
folhas, pinas, rizomas, raizes ou esporos, som@afde chd, decocto, pé, pomada ou xarope,
entre outros, no combate a diversos tipos de erdades.

Na literatura cientifica constam levantamentosofaimmacoldgicos realizados em
diferentes partes do mundo, mas a india tem sea®t como um dos paises de maior
divulgacdo do uso medicinal de pteridéfitas. Dieerpesquisas etnofarmacolégicas tém sido
desenvolvidas registrando um namero consideravegllalgas. Pesquisadores como Karthik
[31], Kumari [32], Upreti [28], Srivastava [29] eeBjamim e Manickam [33] realizaram
levantamentos etnobotanicos sobre a fitoterapiaulpopdeste pais, nos quais foram
totalizadas 91 espécies diferentes, sendo que syEemspéciéngiopteris evectgForst.)
Hoff. da familia Marattiaceae foi citada em comum ®dos os trabalhos. Tais pesquisas,
apesar de sua grande relevancia, ndo chegam anexpem representar a etnofarmacologia
mundial de pteridofitas. Muitas espécies utilizadamo fitoterapicos em diferentes regides
mundiais ndo chegaram a ser citadas, ou por n&oefazparte da biodiversidade indiana ou
simplesmente por ndo terem esta finalidade nadidadas pesquisadas. Uma pequena
amostra da medicina popular da pteridoflora indi@rzui demonstrada, em uma selecéo de
sete espécies citadas comumente em pelo menoso gtratralhos (quadro 01). As
informacdes disponibilizadas podem ser consideradasnteressante guia para a busca de
produtos naturais bioativos.

Tabela 1. Uso medicinal de algumas pteridofitas.

Nome Botanico Uso Etno-medicinal

O decocto das folhas é usado contra bronquite aguda
febre. A fronde contra tosse, gripe, contra maitcél
como colirio. A planta € ainda usada como demuégent
espectorante, diurético, emenagogo, ténico,
adstringente, depurativo, emético. A planta int&ra
usada em um gel misturada com babosa e aplicada em
cortes, feridas e como tonico capilar. O cha ow suc
usado contra tosse, bronquite e infecgbes de dargan
Internamente, € usada também contra alcoolismo e
contra vermes. Externamente, é usada contra pd=da

Adiantum capillus-venerisinn.
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cobra e de abelhas. Para esta planta ainda s&desda
atividades anticancerigenas, hipoglicemiante,
afrodisiacas, antimicrobianas e antivirais.

Angiopteris evectaloffm.

O rizoma pulverizado é utilizado misturado com agua
contra diarréia. E usada como alimento e contra
fraturas. Ainda € utilizada na medicina tradicional
como calmante e contra dor, febre e contra piol@os.
O0leo essencial é utilizado na perfumaria local. O
decocto das folhas é ingerido junto ao suco dedima
para tratamento de dores de estbmagos e Ulcera. O
extrato das folhas é utilizado no tratamento de
disenteria. Os esporos sdo eficazes no tratamento d
hanseniase e outras doencas de pele.

Blechnum oriental&inn.

O rizoma tem acdo antihelmintica e cont&
typhimurium O suco das folhas € usado para curar
Ulceras intestinais e a pasta do rizoma é utilizzata
tratar problemas na bexiga.

Dicranopteris linearigBurm.
f.) Und.

Os brotos sédo consumidos como alimentos e as fsonde
séo utilizadas com cobertura de telhado e de par€le
decocto é utilizado como laxante. Frondes também sa
utilizadas contra asma e apresentam acao
antibacteriana e antihelmintica. Na medicina
tradicional, ainda é utilizada para curar a estede
feminina misturado com leite de vaca.

Helminthostachys zeylanica
(L.) Hook.,

Esta planta é utilizada contra processos de irdQ&ic

e utilizada contra dores no nervo ciatico. As foséo
usadas como afrodisiaco. O decocto do rizoma é
utilizado contra impoténcia. As folhas jovens séao
cozinhadas como verduras. O rizoma pulverizado
misturado com leite de vaca é usado como ténico
estimulante e cerebral e aperiente. Na medicina
tradicional, esta planta é utilizada como anesiésico
tratamento de bolhas, Ulceras e disenteria.

Lygodium flexuosurfL.) Sw.

O rizoma pulverizado é usado contra herpes, doengas
de pele, como expectorante, contra reumatismo,
piolhos, eczemas, cortes e feridas. As raizes dsesc
misturadas com o6leo de mostrda sdo utilizadas a@ontr
reumatismo, carbunculos, Ulceras. O extrato aqdoso
rizoma € utilizado contra gonorréia. A planta airda
usada como espectorante. Osuco da planta combate a
febre e a ovulagao.

Pteris vittataLinn.

Folhas séo utilizadas para a prevengédo de doe@cas.
extrato da planta é utilizado como demulcente,
hipotensor, tonico, antiviral e antibacteriano. lana
inteira é utilizada como pasta e aplicada sobr&reas
afetadas por feridas. A pasta é misturada com ganen
e ingerida para combater gripe, tosse e febre.
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Se cruzarmos os dados descritos nos citados halelem outros levantamentos
etnobotéanicos de contexto mundial, veremos quaraglespécies sao de fato utilizadas para
os mesmos fins em diferentes culturas. O uso enupde algumas espécies por diferentes
populacdes tem despertado a atencéo e a curiogigapesquisadores quanto a investigagdo
sobre a eficacia de bioatividades tdo referencipede tradicdo popular em testes de pré-
triagem quanto a utilidade terapéutica, aplicad#&icoamente ao longo de varias geracoes.
Dessa forma, diversos questionamentos surgem eitespomo por exemplo: o que ha de téo
especial neste grupo de vegetal que justifique sso desde culturas primitivas a
contemporaneas? Existem, de fato, componentesvaisajue atuam em sistemas corporeos
reequilibrando suas fun¢des? Que parte da quinemldade destas plantas € responsavel
pela cura de enfermidades? Que quantidade do pra@defetivamente necessaria para um
efeito desejado? Em que tipo de célula age mellder gue forma? Que conseqiiéncias 0 uso
continuo de pteriddfitas poderdo trazer a saudeahafh De fato,a busca pelas respostas a
estes questionamentos fomenta as pesquisas musdlaie as bioatividades deste antigo
grupo de plantas vasculares e cada vez mais, po@@rcom tanto alarde, os mistérios da
etnomedicina da pteridoflora s8o desvendados enordayios de todo o mundo.
Fitoconstituintes séo identificados e comparadossaas propriedades biolégicas com os
existentes em plantas de outros grupos vegetareamhecida importancia, e ensaios séo
realizadosin vitro e in vivo desvendando bioatividades terapéuticas quer sejentadas
pelas pesquisas etnobotanicas, quer pela intuiQdcciéntistas a despeito dos metabolitos

secundarios encontrados nas plantas.
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2. COMPROVANDO BIOATIVIDADES: A ELUCIDACAO DE MISTERIG DA
ETNOMEDICINA

Ensaios biolégicos realizados a fim de se compemna eficacia de pteridéfitas como
fitoterapicos foram mais frequentemente desenvosvid partir do final do século XX.
Diversas bioatividades foram entdo exploradas, serwhfirmada ou contestada a sua
eventual possibilidade de aplicagdo clinico-teréip&uindicando interessantes alternativas
para a criacdo de novos farmacos ou classificasdplantas como ineficazes quanto a
finalidade terapéutica.

Como exemplos destas possibilidades, elencamamslgstudos realizados que
comprovam algumas das atividades bioldgicas demamtast pelas pteridéfitas. E importante
ressaltar que a grande maioria das pesquisas abatdédades antimicrobianas
(antibacterianas, principalmente), onde produtasiras na forma de extrato, fracbes ou
substancias isoladas de pteridéfitas sdo ensaieglis a diferentes tipos de microrganismos
de relevancia patolégica. Entretanto, outras atlésd também serdo aqui abordadas, tais
como o potencial antifungico, antiviral e antipéeaso de algumas espécies além da
atividade anticarcinogénica e antioxidante que pmser uteis na identificacdo de matérias-
primas para a sintese de substancias bioativangmaiteente viaveis na utilizacdo como

novos farmacos.

Atividade antibacteriana

O desenvolvimento de resisténcia bacteriana teadtea uma crescente procura por
novos farmacos que possam de alguma forma eliroinaeutralizar as defesas microbianas.
Nas ultimas décadas, os antibidticos sintéticogrdim sua eficacia reduzida frente a
versatilidade das bactérias, e os produtos natuegiesentam hoje, uma alternativa a ser
explorada em suas propriedades farmacoldgicase Mesttexto, diversos representantes da
pteridoflora foram avaliados para sua potenciakdadtimicrobiana e mostraram resultados
muito promissores.

A espécieODsmunda regali$oi avaliada em seu potencial antimicrobiano porisna
pteridofita conhecida nos sistemas tradicionaisngeglicina. Thomas [34] pelo método de
difusdo em disco testou extratos de diferentesridaldes contra cepas de bactérias
patogénicas. Atividade antibacteriana foi confirengmkla concentracdo inibitéria minima
(CIM) e concentracdo bactericida minima (MBC). Qra&w acetdonico exibiu melhores

resultados com MIC e MBC de 125 mg/ml e 25 mg/m$pectivamente frente a



79

Pseudomonas aerugingsaenquanto valores de MIC e MBC de 25 mg/ml e 5@mhddram
observados par@higella sonneiOs compostos ativos @ regalis portanto, séo solUveis em
acetona e apresentam a capacidade de dificultaresreszimento e a multiplicacdo de
algumas cepas de bactérias multiresistentes.

Pariharet al.[35] desenvolveu um estudo bastante abrangentdvemao 12 espécies
de pteridofitas Adiantum capillus-venerik., Adiantum incisuntorsk, Adiantum lunulatum
Burm. F, Actiniopteris radiata (Swartz.), Link Araiostegia pseudocystopteri€opel,
Athyrium pectinatum(Wall Mett ex.) T. Moore Chelienthes albomarginateClarke
Cyclosorus dentatugForsk.) Ching Dryopteris cochleata(Don.) C. Chr. Hypodematium
crenatum(Forsk.) Kuhn Marsilea minutal. e Tectaria coadunatdJ. Smith) C. Chr. frente a
bactérias gram-negativas, gram-positivas e fitapaiecas: Escherichia coliMTCC 443
Salmonella arizonaeMTCC 66Q Salmonella typhiMTCC 734, Staphylococcus aureus
MTCC 96 eAgrobacterium tumefacien8BITCC 431. Utilizando o método da difusdo em
disco, testou extratos aquosos e alcoodlicos (mBtatas folhas, obtendo resultados que
mostraram, com poucas excecdes, que todos 0s psodaturais mostraram-se eficazes na
inibicdo bacteriana e assim passaram a constitairencelente acervo para a busca de
substancias ativas com potencial para a constitwlegnovos farmacos antibacterianos.

Algumas espécies do génefaliantum foram testadas frente a 11 bactérias pelo
método da microdiluicdo por Singh al. [36]. Os extratos metandlicos das espéaigiantum
capillusveneris Adiantum peruvianura Adiantum venustumnibiram o crescimento de todas
as linhagens bacterianas gram-positivas ensaiad3oacentracdes Inibitérias Minimas que
variaram entre 3,90 e 62,50 pug/mL. Das espécigzadaas no estud@ddiantum venusturioi
a Unica que demonstrou atividade contra todas msadens gram-negativas. Merece
destaque,a inibicdo d& coli por A. capillusveneris na concentracédo de 0,48 pg/mL. Todas
as espécies dadiantumensaiados demonstraram notavel atividade antiiacée atribuida
pelos autores a presenca de compostos fendlicosteados nas espécies.

Outro screening de agentes antibacterianos quecmeaer mencionado em razéo do
grande numero de espécies investigadas e resultides foi realizado por Banerjee e Sen
em 1980 [4]. Neste primoroso estudo, 114 espéoiesf investigadas. De diferentes partes
das plantas (rizoma, estipe e folhas estéreigadeforam obtidos extratos aquoso e organico
(metanol, etanol 70%, éter e acetona) e os enfaias realizados pelagar cup method
contra as linhagens detaphylococcus aureusensivel e resistente a penicilin§grcina
lutea, Bacillus subtilis, Mycobacterium phlei, Esdbhia coli, Pseudomonas aeruginosa,

Salmonella typhi, Klebsiella pneumoniad&/ibrio cholerae.Um total de 73 espécies (64%)
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apresentaram atividade antibidtica, sendo queiBBam bactérias gram-positivas, 9 inibiram
gram-negativas e 15 espécies inibiram ambos o0s fij@o bactérias. Algumas espécies se
destacaram quanto ao potencial antimicrobiano coMwrosorium alternifolium,
Leptodecurrens chillus, Polypodium irioides, Pyisomanniie Phymatodes ebenipéss dos
géneroDryopterise Adiantum entre outras.

Com a grande quantidade de relatos sobre atividatibacterianas de pteridofitas
evidenciados nestes e em outros tantos traballsbsmbrar-se que este representa realmente
o grande foco das pesquisas por bioatividadescdnsiituintes ativos existentes em extratos
e fracbes tém demonstrado grande capacidade paeatidelar mecanismos de defesa
desenvolvidos por bactérias. Isto € muito impoda@to considerarmos a expectativa de
serem utilizados como fontes de novos farmacos gpéesar de termos diversos tipos de
antibiéticos lancados no mercado, infelizmentesesé® tem conseguido acompanhar o ritmo

de desenvolvimento da resisténcia microbiana, moioae clinicamente ineficazes.

Atividade antifungica

Estudos abordando o potencial antifiungico de gbéitas sdo mais escassos quando
comparados as pesquisas por antibacterianos. Beasa a maioria dos relatos encontrados
sobre esta atividade € oriunda de pesquisas na sguddusca também uma atividade
antibacteriana nas espécies estudadas e ndo apetifamgica. Entretanto, € importante
esclarecer que estas plantas também tém demonstpdoidade de inibir o crescimento de
diversos tipos de fungos e por este motivo devedhelada maior atencédo neste aspecto.

Como exemplo de pesquisas que buscam conconmtante atividades
antibacteriana e antifungica, relata-se os estut#s®nvolvidos por Singlet al. [36] e
Banerjee e Sem [4] mencionados anteriormente. Noepo estudo, espécies daliantum
foram ensaiadas contra oito linhagens fungic@an@ida albicans Cryptococcus albidys
Trichophyton rubrum Aspergillus Niger Aspergillus flavus Aspergillus spinulosys
Aspergillus terreug Aspergillus nidulanse os autores verificaram que o extrato metandlico
de A. capillus venerisA. peruvianumA. venustune A. caudatunforam eficazes na inibigao
de C. albicanse os trés ultimos também foram ativos cowtspergillus terreusNo estudo
feito por Banerjee e Sen, de 114 plantas pesqusguenas trés mostraram potencial contra
os fungos fitopatdgenoSurvularia lunata, Aspergillus Nigee Helminthosporium oryzae
sendo estas das espédgopteris cochleata, Pteris biauritaGleichenia glauca

De maneira geral, as pteridofitas crescem emdamaiidos, onde ocasionalmente ha

presenca de agua devido as suas limitacdes decéesdieprodutivas. Comumente isto ocorre
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junto a fungos e assim, ambos passam a compartilimesmo habitat. Dessa forma, € natural
que fungos tenham desenvolvido diferentes mecasistaalefesa como forma de adaptacao
e sobrevivéncia a metabdlitos secundarios prodazdiberados pelas plantas, quando estas
também buscavam melhores condi¢des de existénrza lile fitopatdégenos.

Os compostos formados pelas vias secundarias ofietbdas plantas exercem um
importante papel na perpetuacdo das espécies. pggao quimica das espédraslotum
nudum, biserrata Nephrolepescordifolia Nephrolepisfeita por Haniet al. [37], revelou a
presenca de flavondides, taninos, alcaléides, agsicadutores, triterpendides e esterodides e a
atividade antimicrobiana demonstrada por estas cespépode ser atribuida a estes
fitoconstituintes que inclusive ja tem demonstradito inibidor de microrganismos. Neste
estudo, foram realizados ensaios antimicrobianiigamndo extratos aquosos e ndo aquosos
de partes aéreas das espécies pelo método daodéfionsdisco contra nove tipos de bactérias e
trés importantes fungos dermatofitddi¢rosporum gypseund richophyton mentagrophytes
Trichophyton rubru O extrato aquoso das trés espécies exibiu diesegraus de inibicao
dos fungosPsilotum nudunfoi a Unica espécie cuja maioria dos tipos deagxtfaquoso,
cloroférmio e etandlico) foi ativo contra todos fomgos testados. Os resultados mostraram
que estas espécies apresentam substancias ativas pogpriedades antifingicas e
antibacterianas, ja que também inibiram bactériasnositivas e Gram-negativas.

O géneroAdiantumalém de ser uma das melhores indicacfes entranaagntbaias
contra bactérias, também demonstrou potencial Gemgfifo. Ghoshet al. [38] analisou o
efeito contraAspergillus nigere Rhizopus stolonifepelas espéciesdiantum capillus-veneris
L. e Adiantum lunulatumEoram testados o extrato bruto e fenois (fendesgpcarboidratos e
aminodacidos) extraidos tanto de gametofitos queatdiferentes partes dos esporofitos. Os
testes foram feitos em trés métodos distinamgar disc method, liquid culture method e
suspension culture médiurem objetivo de minimizar o erro e ambos os eagr&xibiram
atividade antifingica, mas os gametofitos se dastat com os melhores resultados. Este
carater pode ser atribuido, de acordo com os ajtacegrande acumulo de metabdlitos, em
especial compostos fendlicos existentes no ganegfdie, sendo precursor do zigoto, deve se
manter metabolicamente mais ativo para que posgargoresisténcia a agentes patdégenos.

Outras pesquisas ainda podem ser sucintamentada&tacomo a realizada por Dati
al. [39] que constatou que a espéeteris biauritapossui uma forte atividade antimicrobiana,
principalmente antifingica e antibacteriana, sugposnte devido a presenca de eicosanoides
e heptadecanos em suas folhas; e por éeeal. [40] demonstrando qué&elaginella

tamariscinapossuio biflavonoide isocryptomerin, bastante usado na oeditradicional e
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que este composto apresenta forte acdo antifupgicaausar despolarizacdo da membrana
plasmatica. Ruiz-Bustos [41] demonstrou que o &xtnaetanolico da samambalatropha
cuneatana concentracdo de 90g/mL exibe forte atividade antifungica frenté~asarium
verticillioides e Aspergillus niger

A evolucdo natural dos fungos é algo que preocnp@o a comunidade cientifica.
Suas células sdo semelhantes as humanas, poi®d#0 ducariontes, e por este motivo
existem dificuldades em encontrar farmacos eficagesagridam apenas alvos especificos.
Caso sejam desenvolvidos novos mecanismos de defegse € absolutamente natural que
ocorra), farmacos comercialmente utilizados seat@m obsoletos dificultando o tratamento
de infec¢bes fungicas. Estas pesquisas com prodatasais, neste caso, as pteridofitas, em
triagens experimentais, apontam um caminho paraseoterta de novos principios ativos
extremamente necessarios no contexto atual parair sap caréncia de substancias
quimioterapicas. Vimos que estas plantas cont@uditistituintes promissores do gametofito
até o esporofito e estes poderéo ser usados paeagsadar organismos humanos debilitados

pelas infec¢des oportunistas causadas por fungos.

Atividade anticancerigena

O cancer tem abalado muitas familias em todo odmu@ grande sofrimento causado
por esta doenca, bem como sua grande incidéngmaacido mundial, tem levado a uma
crescente busca por principios ativos com capaeidisl inibir a proliferacdo de células
tumorais. Neste contexto, a ciéncia tem investigdiversas possibilidades em relacdo a
produtos naturais. As plantas, partindo de brisfaaangiospermas, tém sido testadas quanto
ao potencial antineopldsico em investigacfes phedires e diante de resultados que
sinalizam a existéncia desta bioatividade, € daci@ @tencdo especial procedendo ao
isolamento de compostos e realizando testesitro e in vivo, até que seja finalmente
verificada a eficacia de seu efeito em sistemapocais humanos. Neste caso, uma grande
preocupacdo aponta no sentido de que a acdo datprodtural sobre células saudaveis e
neoplasicas a fim de que s6 haja comprometimergocélulas alteradas e que também os
efeitos colaterais quimioterapicos sejam nulos oumizados.

Alguns pesquisadores tém realizado pesquisaseaplisicas em tumores vegetais
causados porAgrobacterium tumefacienbaseados na existéncia de semelhanca entre
mecanismos de formacdo de tumor em animais pelegrizs Bartonella henselaee
Helicobacter pylori E uma triagem bastante singular que pode ouardmnt efeito promissor

em humanos, mas € antes de tudo um indicativoquagase possa ir mais longe passando a
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novas fases investigativas. Sarladr al. [42] testou partes aéreas &elaginella ciliaris
(Retz.),Marsilea minuta(L.) e Thelypteris proliferagRetz.) em bioensaio com disco de batata
exibindo crown-gall tumors. Antes, porém, verifaar se as espécies demonstravam efeito
antibacteriano (250.000 ppm) confkatumefaciense apds constararem nenhuma atividade,
deram continuidade aos testes onde verificaram aguenesmas inibiram o tumor com
percentuais de 80%, 82,32% e 75,68%, respectivamnent 1.000 ppm. Os estudos revelam
gue existem fitoconstituintes ativos nas plantgsazas de interromper o ciclo da diviséo
celular; entretanto, ainda ha um longo percurso satésaber quais sdo os metabdlitos
responsaveis por esta acao antitumoral.

Porém, em estudos mais especifizoitro realizado por Laket al. [43], linhagens
celulares de adenocarcinoma humano do célon Hle&&inoma humano do célon HCT-
116, adenocarcinoma de mama MCF-7, leucemia hurk@62 e de figado Chang foram
usadas em ensaios de citotoxicidade, nos quaisnfoeatadas fracdes obtidas do extrato
metanolico da samambaikechnum orientaléinn. Uma interessante atividade citotoxica foi
demonstrada pelas fracdes acetato de etila, bidarglaguosa contra o adenocarcinoma de
células do célon HT-29. A curcumina foi usada carobatrole positivo por ser amplamente
empregada em ensaios clinicos para quimioprevedgatancer de colon, e células Chang
foram utilizados em estudos de citotoxicidade pestar os efeitos de drogas/agentes sobre as
células normais. A fracdo butandlica ndo exibiutefeitotoxico contra as células normais, o
que significa que compostos presentes nesta fiagderdo ser utilizados em quimioterapias
de cancer de célon. Uma triagem por compostos ifersdtegistrou a presenca de terpendides,
flavondides e taninos, estes ultimos em maior aficid nas fragdes butandlica e aquosa. O
isolamento de componentes da fragdo butandlica dastambaia em testes complementares
podera levar a elucidacdo de substancias ativasacas células tumorais, algo de extrema
importancia na luta contra o cancer do colon.

Compostos isolados tém sido investigados quarativedade quimiopreventiva do
cancer. De raizes secas da samambaia ornaniebaheiropteris palmatopedai@aker)
foram isolados seis glicosideos kaempferol (palsidéms A, B e C, multiflorinas A e B e
afzelina) e estes foram ensaiados quanto a capacida inibir o TNF- induzido por
atividade NF-kB, o oxido nitrico (NO), producaoatematase, redutase quinona 2 (QR-2) e a
atividade de COX-1/-2, fatores importantes para esedcadeamento de processos
cancerigenos. Os palmatosideos A e B apresentanditdio de TNF- induzida por
atividade de NF-kB, com valores des¢Gle 15,7 e 24,1 uM, respectivamente e apenas a

multiflorina B apresentou percentuais acima de 5i@ibicdo da producdo de 6xido nitrico.
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O palmatosideo A foi o Unico composto que mostrobigdo das enzimas COX acima de
50% a 10 pg/mL. Na inibicdo da aromatase, a maotliifa A foi mais ativo com um valor de
ICs50 de 15,5 uM e o melhor desempenho na inibicdo danenQR2 foi demonstrada por
afzelina na concentracdo de 11,5 pg/mL. Neste estedlizado por Yangt al. [44] foi
avaliada também a citotoxicidade em cultura delagldepalclc7 de hepatoma e MCF-7 de
carcinoma da glandula mamaria e o0os compostos ndesepgaram efeito inibitorio
significativo no crescimento celular. Os resultadagerem que a samambaia exerce efeito
quimiopreventivo através de seus compostos e istee dser investigado com maior
profundidade por conta da habilidade demonstradatidgir alvos especificos sem causar
efeitos citotoxicos.

Além do kaempferol, outros constituintes da cladse flavonoides tém apresentado
atividade quimiopreventiva e anticarcinogénica. énambaiaThelypteris torresianatem
sido exaustivamente estudada pelo fato de ter eqseto atividade anticancerigena quando
testada sob a forma de extrato. Desde entdo, gesigues tem continuamente isolado e
testado seus compostos na busca do fitoconstittesfnsavel pelo efeito. O alvo principal
das pesquisas tem sido os flavonoides, isto portgm apresentado potencial
quimiopreventivo e quimioterapico em tratamentosina@oplasicos com atividades que
variam de antiproliferativas, interrupcéo do cic&ular a inducédo de apoptose. O flavondide
protoapigenona foi testado por Chagtcal. [45] em células de cancer de préstata (linhagem
LNCaP) e conseguiu inibir a proliferacdo celuladuzir a apoptose por anexina V-FITC
(labeling phosphatidylserine) e a progressdo dto aielular, além de também inibir a
ativacdo da p38 MAPK e JNK1 / 2 que regulam os gssas de crescimento, proliferacdo e
diferenciacdo celular. Protoapigenone suprimiu @sa@dmento de células cancerigenas da
prostata tantan vitro comoin vivo, sem hepatotoxicidade significativa, nefrotoxicidae
toxicidade hematoldgica. Este composto ja havia $ail testado por Liret al. [46], em
células neoplasicas hepéaticas e da mama (Hep G23BIeMCF-7, A549, e MDA-MB-231)
exibindo consideravel atividade anti-tumoral. Entefadisto, este flavonoide isolado de
samambaia poderd vir uma grande alternativa patantentos quimioterapicos contra

neoplasias.

Atividade antiviral
A pesquisa de novas substancias com potenciahiardbiano nos dias atuais &
crescente e necessaria, sobretudo, devido ao ddgemento da resisténcia de agentes

infecciosos a drogas sintéticas amplamente utdizableste sentido, oS compostos naturais,
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principalmente flavondides, tém sido muito impotésn para a descoberta de agentes
antivirais.

De acordo com a literatura, o géneéelaginellaapresenta iniUmeras propriedades
medicinais, contendo varios metabdlitos secundaais como: alcaldides, terpendides e
fendis. Além destes, possui também, uma grandedade de diflavonoides, uma forma
dimérica de flavondides, ainda bastante pouco adasgl Os diflavondideis, apresentam
diversas propriedades medicinais, principalment@axdante, anti-cancer, anti-inflamatéria
e antimicrobiana (antiviral, antibacteriana, amtgica, antiprotozoaria). O génedelaginella
€ usadoamplamente na medicina tradicional Chinesa (MTGha@dorma complementar e
alternativa aos medicamentos sintéticos tradicgyrsmndo a espécte tamariscina espécie
mais utilizada. O géner®elaginellapossui 13 compostos bioativos estudados até o mtome
especialmente, amentoflavona e ginkgetina [47]e BEsstabdlito foi obtido pela primeira vez
a partir da espéci®elaginella sinensis estudado isoladamente por dtal. [48]. Em 2009 o
pesquisador Hafidret al. [49] divulgou que a amentoflavona apresenta atividade antiviral
potente contra o virus sincicial respiratério (RS&ibindo uma Ig de 5,5 pug/mL. Neste
estudo, a quantidade de amentoflavona de nove iespdeSelaginellafoi determinada por
HPLC de fase reversa, e a espé&iesinensigoi a que apresentou 0 maior teor possuindo
1,13% de amentoflavona.

Em outro estudo sobre o géneelaginella Maly [50] isolou cinco compostos da
espécieSelaginella uncinataDois destes compostos sdo novos glicosidébsomona,
nomeado$-hidroxi-2,6,8-trimetilchromona 7-O-beta-D-glucmosideo (uncinoside A) e 5-
acetoxil-2,6,8-trimethilchromona  7-O-beta-D-glugapiosideo  (uncinoside B). Suas
estruturas foram elucidadas por métodos especpmssdincluindo técnicas tridimensionais
como RMN. Os outros trés compostos foram identibcsa como 8-metil eugenitol,
amentoflavona e hinokiflavona. Os glicosideos, bosideo A e B, mostraram potente
atividade antiviral frente ao virus sincicial regpdrio (VSR) exibindo uma Kz de 6.9 e 1.3
png/mL e atividade antiviral moderada frente ao witipo 3 parainfluenza (PIV 3), exibindo
uma IGyde 13,8 e 20,8 ug/mL, respectivamente.

Alguns trabalhos tém focado a descoberta de posduhturais contra o virus HIV.
Este virus é o agente causador da sindrome da deficiéncia adquirida (AIDS), e tem
causado graves problemas de saude publica, p@idaadia o nUmero de pessoas infectadas
pelo HIV e doentes de SIDA continua aumentandoapulacao mundial, especialmente nos
paises em desenvolvimento. Pesquisas recenteshi&envado que a enzima Transcriptase

Reversa (TR) do HIV tem demonstrado ser muito ingme para a replicacao viral, pois cada
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funcdo catalitica da RT interfere na producédo dasviEsta enzima exibe atividade RNA-
dependente DNA polimerase, DNA dependente DNA paiawse e ribonucleases H [51].
Até o momento, duas classes de drogas inibidaaslogas e nédo-analogas de
nucleotideos, tém sido desenvolvidas; porém, siliaagéo para o tratamento de pacientes
com AIDS ¢ limitada devido sua toxicidade e surgitoede virus cada vez mais resistentes.
O desenvolvimento e producdo de medicamentos ombsd seletivos para o HIV RT é
pertinente ao contexto e com este objetivo, Bti@l. [51], realizou uma triagenm vitro de
50 espécies de plantas medicinais coreanas e akinasbusca de potencial antiviral, sendo
descoberto neste que o rizoma Deyopteris crassirhizomaNakai (Aspidiaceae) inibia
sensivelmente a atividade RNase H de HIV-1 RT, demcextrato metanodlico exibido uma
ICs0 de 25 pg/mL. Segundo Min, este rizoma € conhesamedicina chinesa por sua acao
taenicida. As espécies do gén@ryopteris sdo geralmente caracterizadas pela presenca de
derivados de floroglucinol, tais como &cidos flpiess, acidos triflavaspidicos,
dryocrassinos e albaspidinos e acidos filixicoséenadisso, glicosideos e kaempferol foram

isolados a partir das espécies do gérympteris

Atividade antiparasitaria

A leishmaniose € uma doenca infecciosa, ndo cms@gcausada por protozoarios do
géneroLeishmania que apresenta trés tipos de manifestacbes. Esémae a doenga cause
1,6 milhdes de novos casos, dos quais cerca d@@DE. visceral e 1,1 milhdes cutanea ou
mucocutanea, de acordo com informacfes disporabiig pela Organizacdo Mundial de
Saude [52]. A distribuicdo da leishmaniose temqeedido ao longo dos anos, atingindo
paises onde antes sua ocorréncia nao era regjstrgda € muito preocupante tendo em vista
as poucas opcoes de agentes terapéuticos e afattade ter sido observad@ishmaniaum
potencial de resisténcia a drogas

Os trabalhos cientificos envolvendo pesquisa deidatle leishmanicida de
pteridofitas entretanto, ainda séo bastante essagso dos poucos estudos produzidos nesta
area € o do pesquisador EI-On [53] que em 2009gtuugue o extrato metandlico &eris
vittata possui atividade leishmanicidal moderada (25%-50%)

De acordo com a Organizacdo Mundial de Saude [stjma-se que mais de 10
milhdes de pessoas estejam infectadas com o @afragitanosoma cruzem todo o mundo.
Este protozodrio € o causador da doenca de Chagesng fase inicial apresenta

sintomatologia de inexistente a leve, até que ssepa fase crénica causando distarbios
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sistémicos, culminado com o comprometimento prajvesdo musculo cardiaco, o que pode
levar a morte.

Nos ultimos anos, a atividade contra protozoarérs sido avaliada para diversos
produtos naturais, sendo o gén&elaginellamuito estudado para este fim. Atualmente é
conhecido que mais de 60 espéciesSdimginellaocorrem na india, sendo pouco usadas na
medicina popular. Segundo a literatura, este gégerwo em diflavondides, uma forma
dimérica de flavonoides.

Em um estudo realizado por OEtfal, [54], espécies dSelaginellaforam avaliadas
para atividade antiprotozoaridleste trabalho, extrato etanodlico e fracfesSa¢aginella
bryopterisde diferentes polaridades foram obtidos usandeetal, acetato de etila, e butanol
por particdo liquido-liquido. Estes produtos natufaram testados frente Brypanosoma
brucei, Trypanosoma rhodesien&TIB 90Q Trypanosoma cruzcepa tulahuen C2CA4,
Leishmania donovariepa MHOM-ET-67 dlasmodium falciparurkl. A fracdo acetato de
etila mostrou elevada atividade e foi selecionaata solamento de 11 compostos pus
acordo com o trabalho, foi encontrada uma elevaédaade antimalarial para 0 composto
7'4'7-tri-O-metilamentoflavona que exibiu umaside 0,26 pM. Este composto ndo mostrou
atividade citotoxica significante (¢ 150 uM) frente a células L-6. Para avaliar a dtde
in vivo frente ao protozoariBlasmodium berghefoi realizada uma sintese parcial a partir da
amentoflavona (diflavonoide) para producdo do 74i-0O-metilamentoflavona. Este semi-
sintético foi testado na concentragcdo de 50 mg/Kigde apresentou aticidade frente ao
Plasmodium bergheiUma forte atividade leishmanicida foi detectada ammnposto 2,3
dihidronokiflavona, apresentando umagj@e 1,6 uM), enquanto que paral rypanosoma
nenhuma atividade significante foi observada{lC12,5 pg/mL para o extrato).

A pesquisador&sther del Olmo [55], em um ensaio preliminar nadaupor novos
compostos de origem natural, constatou que o dsmlwtholaenic, um estilbendide, foi o
componente principal do extrato diclorometano daasabaiaNotholaena nivedste extrato
obteve resultados bastante promissores frentenaafoepimastigotas de cruzj exibindo
uma 1Go de 30 pg/mL sendo semelhante ao benznidazole gsguiplGo de 7,4 pg/mL.
Curiosamente, a transformacéo do acido isonothigl@em piperidide dobrou sua poténcia em
relacdo ao benznidazole. Com base em outros endegia pesquisa, foi visto que estes
compostos ndo sdo citotoxicos para células humaaoasrais. Portanto, eles representam

estruturas importantes para o desenvolvimento desivagentes contra a doenca de chagas.
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Atividade antioxidante

O equilibrio de sistemas organicos pode ser @aatlo pela producdo constante de
radicais livres, que por sua vez, sdo neutralizgwsmecanismos de defesa antioxidantes
enzimaticos e nao enzimaticos. Quando por algumaoraste equilibrio é rompido e a
producao de radicais livres supera a capacidadexat@nte, espécies altamente instaveis e
reativas de oxigénio, nitrogénio ou enxofre, erdtdgras, poderdo se ligar a moléculas
organicas essenciais a vida como DNA, proteinapidids, gerando conseqliéncias como
mutacdes e outros tipos de danos estruturais éofuais que podem induzir a morte celular.
Doencas degenerativas como a de Parkinson, Alzheémesclerose multipla, além de
diversos tipos de doencas pulmonares e do sisteonzei diabetes, cardiopatias, asteroclerose
e também céanceres, sdo enfermidades que podem sorgiecorréncia de danos causados
por estresse oxidativo [56].

Substancias antioxidantes sdo aquelas que, pessemt baixas concentracdes, porém
em concentracdes superiores as oxidaveis, retaodiaimbem a acdo destas, prevenindo ou
reduzindo a extensdo do dano oxidativo [57]. E dsalijue produtos naturais possuem
compostos que exibem esta capacidade e por esteomalimentos, temperos e plantas
medicinais tém sido alvos de estudos sobre sugwi@dades protetoras. Nao obstante,
diversas pesquisas tém mostrado o potencial ad#ote de pteridofitas como uma
importante bioatividade deste grupo.

As samambaias medicinaBlechnum orientald.., Dicranopteris linearis (Burm.),
Cibotium barometz(L.) J. Sam,Acrostichum Aureunl. e Asplenium nidusL. foram
investigadas por Last al. [58] e todas demonstraram potencial antioxidakts métodos de
reducdo do radical livre 2,2—Difenil-1-picril-hidiia (DPPH) e capacidade de reduzir ions
férricos (FRP) as espécies demonstraram atividastpiiredo a ordem em potencial
decrescenteB. orientale D. linearis > C. barometz > A. aureum > A. nidUssta mesma
ordem foi também observada quanto a presenca deosbos fendlicos, e a estes foi atribuida
a capacidade antioxidante, jA comprovada em tantings estudos. Na avaliagdo pelo método
de branqueamento do R3-caroteno (BCB),linearis se destacou com 99% de inibicdo da
peroxidacao lipidica. Em contradicdo a tendénceentada nos demais ensaios, ao se avaliar
a atividade quelante de ions ferrosos (FIC), agoisp mostraram baixa atividade, com
excecdo deA. aureumque exibiu um percentual de 58% (6,7 mg/mL). Osultados
evidenciam que estas plantas revelam um notavenpial protetor que poderd auxiliar

sistemas organicos na defesa contra radicais livres
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Recentemente, um estudo realizado por Lai e LBhif&streou quinze samambaias na
busca de fontes antioxidantes naturais utilizandtodos como potencial de reducéo de ferro
(FRP), reducéo (branqueamento) do 3-caroteno (BGBylucéo do radical DPPH, conseguiu
prospectar cinco espécies cujos extratos metasodiribbiram forte capacidade de sequestrar
radicais livres. Das espéci€yathea latebrosgWall. ex Hook) CopelCibotium barometez
(L.) J. Sm, Drynaria quercifolia(L.) J. Sm, Blechnum orientalé.. e Dicranopterislinearis
(Burm.), esta ultima demonstrou o potencial antioxidantesnadtio sendo de 61% em 0,1
mg/mL e 99% em 0,7 mg/mL. Estes dados confirmamapto, o expressivo potencial de
Blechnum orientalee Dicranopteris linearis anteriormente investigadas. Na pesquisa por
compostos, fendlicos as cinco espécies foram asedestacaram por apresentar altos teores,
sinalizando, como no estudo anterior, que o efaiiioxidante das espécies provavelmente
esta relacionado a presenca e a agado destes §tilaontes.

Na procura por substancias ativas capazes dgaseri a espécies de radicais livres,
alguns trabalhos tém ido um pouco mais além dei@nsam extratos, e assim, compostos
isolados de espécies coriheilanthes ancepSwartz eSalvinia natand.. foram avaliados
quanto ao potencial antioxidante. Chowdhar [60pisceis flavondides d€. ancepsa partir
da fracdo butandlica oriunda do extrato etanodlieo fdlhas: (1) Kampferol-3-O- -L-
ramnopiranosil (1 2)-B- D-glucopiranosideo-7-O-3 -D-glucopiranosidé), Quercetina 3-

O- -L-ramnopiranosil (1 2)-R-D-glucopiranosideo-7-O-3-D-glucopiranosideo(3)
Quercetina-3-0-R-D-glucosil (12)- -D-glactosideo-7-O- 3 -D-glucosid€d) Quercetina-
3-metil éter-5-O-glucoside@5) Kampferol-3-O-glucosideo @) Quercetina-3-O-glucosideo.
Pelo ensaio de bioautografia em camada delgada RHOBi verificado que o potencial
antioxidante seguia a seguinte ordem: 6 > 3 > 2naktrando que glicosideos de quercetina
eram ativos, enquanto glicosideos de kaempferokréiram atividade.

O efeito antioxidante dé&. natans,uma samambaia aquatica, foi observado por
Srilaxmi [61] através de um ensaiovivo utilizando ratos albinos Wistar com lesédo hepatica
induzida por tetracloreto de carbono ¢®Esta substancia € um solvente industrial conbecid
por sua hepatotoxicidade, causando estresse axidatidegeneracdo celular. Utilizando
sistema de cromatografia em coluna, foi isolad@mposto natansnin glicosideo benzoilo,
que em seguida foi ensaiado pelo método do DPPHorgtrando um alto potencial
antioxidante (60,6%) quando comparado ao controktipo BHT (63,6%). Nos testas
Vivo, 0s ratos foram intoxicados com GElem seguida foram tratados com natansnin (20 mg
/ Kg de peso corporal). A leitura dos parametranatestrou que ambas as doses diminuiram

0os danos causados pelo estresse oxidativo induzidoibiu a expressdao de proteinas
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inflamatadrias, além da apoptose celular. O efeitdagbor verificado pode estar relacionado a
atividade antioxidante do flavonéide natansnin.dae®rma, o fato deste composto ter sido
isolado de uma samambaia s refor¢ca a importaragaatividades biolégicas deste grupo,

como fontes de quimioconstituintes de interessécoli

1. UM ESTUDO DE CASO: AVALIACAO DA ATIVIDADE ANTIOXIDANTE E
CARACTERIZACAO DE COMPOSTOS FENOLICOS DIEygodium venustur8W.
E Pityrogramma calomelands..) LINK.

Introducao
Lygodium venustun(Figura 1) € uma samambaia da familia Lygodiacqae
normalmente € vista crescendo em clareiras noontéa mata ou as margens de caminhos,
em areas perturbadas, podendo apresentar compottamederal, sendo observada em
terrenos baldios da zona urbana. A espécie camst® por apresentar pinulas com
tamanhos diferentes, onde as proximais sdo lobadasiores que as demais Por possuir
raque voluvel, com forma adaptativa de cipd, esfigarse no habito lianescente, sendo
considerada, apos atingir 50 cm de altura, umaiexaipinista, enroscando-se e apoiando-se
geralmente em cipds, madeiras mortas ou arbudtegando a tingir mais de 5 m de altura
[61].
Figura 1:Lygodium venustur8W

Fonte: Flaviana Morais
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A utilizacdo de L. venustumcomo planta medicinal tem sido registrada na
Mesoameérica por populagdes indigenas, entre ouprassuindo atividades antiséptica,
fungicida e trichomonicida, sendo indicada pararatatnento de dermatoses, micoses e
infeccBe [62]. E também usada no tratamento derdess gastrointestinais e ginecobstétricas
e como antiinflamatorio pés-parto [63]. E utilizaoamo um dos componentes para o preparo
tradicional da bebida de efeito alucindgeno, ayataaentre os Sharanahua e os indios do
alto do rio Purus na Amazénia Peruana [26]. No iBrasutilizada por afro-brasileiros em
cultos misticos para banhos de limpeza, além denskrada na medicina popular para
nervosismo e instabilidade emocional [64, 65].

Pityrogramma calomelano§Figura 2) pertence a familia Pteridaceae e aptase
distribuicdo subcosmopolita, sendo muito comumeseontrada nos tropicos. Normalmente
cresce em solo areno-argiloso de barrancos; comigdi@a em solos muito encharcados,
freqientemente préxima da margem dos regatos @aculde, exposta ao sol e com poucos
individuos

Figura 2:Pityrogramma calomelands..) Link.

Fonte: Flaviana Morais

P. calomelano® conhecida pelos nomes populares de feto-branenca-branca
ou avenca-preta. A espécie se diferencia das outeadamilia por apresentar pinas
equilaterais; pinulas ascendentes e pela presengaldmento farindceo branco, amarelo ou

rosado na superficie abaxial da lamina foliar [B66B].
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Na medicina popular € utilizada como planta ornaalenmedicinal, sendo indicada
como adstringente, analgésica, anti-hemorragidirpk depurativa, emenagoga, antigripal,
anti-hipertensiva, antitérmico, antitussigeno eragante da circulagdo sanglinea, além de
ser indicada para tratamento de disturbios reB8is70, 71].

Este estudo tem como objetivo avaliar o potencgiibgidante de extratos e fracoes
das pteridofitag. venustune P. calomelano® investigar a existéncia de compostos fendlicos

(acidos fendlicos e flavondides), determinandowmrcentual.

Material e métodos
Material vegetal
L. venustune P. calomelanosoram coletadas no municipio de Crato, Ceara —iBras
na encosta da Chapada do Araripe em uma localctedaada Grangeiro (Figuras 3 e 4).
Foram produzidos extratos etandlicos e a partstede foram obtidas as fracdes
hexéanica, diclorometano, acetato de etila e meatangbaral. venustume hexanica,

cloroférmica, acetato de etila e metandlica faraalomelanos.

Prospeccao quimica qualitativa

A analise fitoquimica qualitativa preliminar patatectar as presencas de classes de
metabdlitos secundarios como taninos, flavondidedcalbdides foi realizada seguindo um
método de prospeccdao fitoquimica ja descrito aormente [72].

Quantificacdo de compostos fenélicos por HPLC-DAD

As anadlises cromatogréficas de fase reversa famaizadas sob condi¢cdes de
gradiente usando colunagf4.6 mm x 250 mm) empacotada com particulas deati@dnde
5 m; como fase movel foi usada agua contendo 2% &mieético (A) e metanol (B), e a
composicao do gradiente foi: 5% de B até 2 mincw® mudanca para 25%, 40%, 50%,
60%, 70% e 100% B, 10, 20, 30, 40, 50 e 80 minutspectivamente, seguindo o0 método
descrito por Laghari [73] com pequenas modificagoes
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Figura 3: Mapas com localizacdo da area de coletdydodium venustune Pityrogramma
calomelanos.

Fontes: http://commons.wikimedia.org/wiki/File:CaalMunicip_Crato.svg, acesso em 15 de
novembro de 2011; Centro de Processamento Remoto — Brasilia — DF.

Figura 4: Area de coleta: Encosta da Chapada ddgp&rapodi, no municipio do Crato, Ceara, Brasil.

Fonte: Flaviana Morais
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As amostras (extratos e fracodejam analisadas, dissolvendo em etanol a uma
concentracio de 3 mg/mL. A presenca de seis coopdenolicos foi investigada: Acidos
Galico, Clorogénico e Caféico e os flavondides Qeiima, Rutina e Kampferol. A
identificacdo destes compostos foi realizada coarghir seu tempo de retencao e espectro de
absorcédo UV com padrbes de referéncia. A vazaddd.6 mL/min, volume de injecdo 40

L e o comprimento de onda 254 nm para Acido Galg2h nm para Acido Caféico e
Clorogénicos, e 365 nm para Quercetina, Rutina mgferol. Todas as amostras e a fase
movel foram filtradas com filtro de membrana 0.48 (Millipore) e entdo, desgaseificado
por banho ultra-sénico antes do uso. Solucdes @stog padroes de referéncia formam
preparadas na fase movel na HPLC em uma faixa mieentracdo de 0.020 — 0.200 mg/mL
para Kampferol, Quercetina e Rutina; e 0.050 —®@@&/ml para Acidos Galico, Caféico e
Clorogénico. Os picos foram confirmados por cromima, comparando o0 seu tempo de
retencdo com padrdes de referéncia e espectros(R@®Dpara 400 nm). Curva de calibracao
para Acido Galico: Y = 10523x + 1478.8 (r = 0.9998¢ido Caféico: Y = 12765x + 1381.7
(r = 0.9995); Rutina: Y = 12691 — 1165.0 (r = 0.89uercetina: Y = 13495x — 1092.6 (r
=0.9999) e Kampferol: Y = 15692x - 1218.1 (r = @BP Todas as operagdes

cromatograficas foram realizadas a temperaturaartéde em triplicata.

Avaliacao da atividade antioxidante — DPPH

Para a avaliagdo da atividade antioxidante fizatio o método fotocolorimétrico do
2,2-difenil,1- picrihidrazila (DPPH), segundo Clatial. [74]. Foi utilizado o extrato bruto e
as fracbes nas concentracdes de: 1 a 500 pg/mLtaml 2,5 mL). A 2,5 mL de cada
amostra, foi adicionado 1 mL da solucdo de DPPHMNWR As solugcbes permaneceram no
escuro em temperatura ambiente e apdés 30 minatasn ffeitas as leituras das absorbancias
em espectrofotometro (Shimadzu- UV-1201) a 518 ande o radical DPPH apresenta o
maximo de absorcdo.Uma solucdo de DPPH (1 mL; BiBem etanol (2,5 mL) foi usada
como controle negativo e uma preparagdo de acwwlaso como padrdo (controle positivo),
em concentragcdes que variavam de 1 a 100 pg/mLta@olefoi usado para zerar o
espectrofotdmetro, tendo como brancos as solugdsstde cada amostra (sem adicdo do
DPPH), visando minimizar a interferéncia de compbe® das amostras na leitura.

O ensaio foi realizado em triplicata e o calcul@atisidade antioxidante seguiu a equacao:
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Onde: Absamostra€ @ absorbancia das fracdes e do extrato brug Ak, € a absorbancia das
fracOes e do extrato bruto sem adicdo do DPPH e.fls € a absorbancia da solucao de
DPPH em etanol. Os testes foram realizados emaduplcom trés repetigdes. Foi calculada a
percentagem de inibicdo do radical DPPH e congirwich grafico de porcentagem de

inibicdoversusa concentragcéo do extrato e das fracdes.

Andlise estatistica

Todas as analises foram realizadas em tripli€@gadados sdo expressos como média
+ desvio padrdo (DP). Diferencas foram estimadas meio da analise de variancia
(ANOVA) seguida por teste de diferenca significatiminima (DSM). Valores de
probabilidade inferior a 0,05 foram consideraddatesicamente significativos.

Resultados e Discussao

A Avaliagdo fitoquimica preliminar (screening) devenustunindicou a presenca de
fendis, taninos, flavondides e alcalbides. PRitgrogramma calomelanos screening do
extrato revelou a presenca de alcalbides, categjuctamlconas, sapononas, flavondides e
fendis. Estes compostos exercem importantes fungdetefesa e conservacao das espécies
no meio ambiente.

Pelo método analitico de cromatografia liquidalie eficiéncia (CLAE) foi possivel
detectar e quantificar a presenca de contetudodidesdas espécies. Extrato e fracdes das
samambaias revelaram a presenca do &cido géliciR =17,83 min; pico 1), &cido
clorogénicd? (tR = 28,14 min; pico 2), cido caféiéqtR = 34,09 min; pico 3), rutingtR =
42,11 min; pico 4), quercetih&R = 49,78 min; pico 5) e kaempferdtR = 58,96 min; pico
de 6) (Figuras 5 e 6), demonstrando portanto, guprodutos naturais em analise contém
flavondides do grupo dos flavonbi® compostos fendlicos acidos (derivado do &cido
benzéicd®, derivado do &cido fenilacrilid e derivado do &cido cinamith cujos
percentuais estao dispostos nas tabelas 2 e 3.
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Figura 5 — Perfil representativo de cromatografjaitia de alta eficiéncia da fracéo acetato da dtl
Lygodium venustuBAELV (a); fracdo diclorometane de venustunFDMLYV (b); extrato etanol de
L. venustunEELYV (c); fragdo metandlica de venustunFMLV (d) e fragdo hexanica de venustum
FHLV (e). A deteccéo UV foi feita a 327nmaraacido galico (pico 1), acido clorogénico (pico 2),
acido cafeico (pico 3), rutina (pico 4), quercetip&o 5) e kampferol (pico 6).
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Figura 6 — Perfil representativo de cromatografjaitia de alta eficiéncia da fracéo acetato da dtl
Pityrogramma calomelanoBAEPC (a); fragdo cloroférmica d@. calomelanog=CPC (b); extrato
etanol deP. calomelano&EPC (c); fracdo metandlica 8e calomelanosMFPC (d) e fracdo hexanica
de P. calomelanosFHPC (e). A deteccdo UV foi a 327nmara acido gélico (pico 1), acido
clorogénico (pico 2), acido cafeico (pico 3), ratifpico 4), quercetina (pico 5) e kampferol (pi¢o 6
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Tabela 2. Composicéo de compostos fendlicos eritsides enLygodium venustum SW

Produto Acido  Acido Acido  Rutina  Quercetina Kampferol
natural galico clorogénico caféico

FAELV 3.07 £ 6.65% 13.02 = 10.74 + 59.83 + 11.09+
mg/g 0.0la 0.03b 0.04c 0.02d 0.01e 0.01cd
FAELV % 0.30 0.66 1.30 1.07 5.98 1.10
FDCMLV 0.62 + 057+ 0.71+ - 0.80 + 3.93%
mg/g 0.03a 0.01b 0.01ab 0.02b 0.01c
FCMLV % 0.06 0.05 0.07 - 0.08 0.39
EELV 1.76 + 6.12+ 2.95+ 3.28 + 6.05% -
mg/g 0.0l1a 0.01b 0.03c 0.01c 0.05b

EELV % 0.17 0.51 0.29 0.32 0.60 -
FMLV 2.02 + 11.39+ 3.91+ 6.16 + 1.88% -
mg/g 0.03a 0.02b 0.03c 0.01c 0.01a

FMLV %  0.20 1.13 0.39 0.61 0.18 -
FHLV 153 + 0.70 0.64+ 0.44 <+ 0.75 + 0.86x
mg/g 0.02a 0.03b 0.07b 0.01c 0.01b 0.03d
FHLV % 0.15 0.07 0.06 0.04 0.08 0.09

Os resultados sao expresssos com media + desvidopd2P) de trés determinacdes médias, seguidas
de letras diferentes de acordo com o teste de Tuke§.005.

Tabela 3. Composi¢do de compostos fendlicos erlades enPityrogramma calomelanos (L.) Link.

Produto  Acido  Acido Acido  Rutina  Quercetina Kampferol

natural galico clorogénico cafeico

FCPC 2.65 + 18.09 11.48 + 5.73 + 9.38 + 22.52 *

I+

mg/g 0.0la 0.04b 0.09c 0.0l1a 0.05c 0.01d
FCPC% 0.26 1.70 1.14 0.57 0.93 2.25
EAFPC 2.08 * 36.49 + 27.13 + 9.22 + 36.89 + 48.03 +
mg/g 0.03a 0.11b 0.02c 0.01d 0.03b 0.03e
EAFPC % 0.20 3.64 2.71 0.92 3.68 4.80
EEPC 10.07 £ 33.52 + 819 + 28.03 £+ 5.44 + 12.75 +
mg/g 0.03a 0.01b 0.04a 0.01c 0.02d 0.09a
EEPC% 1.00 3.35 0.81 2.80 0.54 1.27
MFPC 9.37 % 30.15 + 6.84 + 2063 % 1.19 + 9.96 +
mg/g 0.05a 0.02b 0.01c 0.01d 0.03e 0.01a
MFPC %  0.93 3.01 0.68 2.06 0.11 0.99
HFPC - 1.05+£0.0la 4.59 =- 1.14 + 0.93 +
mg/g 0.03b 0.02a 0.01a
HFPC % - 0.10 0.45 - 0.11 0.09

Os resultados sao expresssos com media + desvidopd2P) de trés determinacdes médias, seguidas
de letras diferentes de acordo com o teste de Tuke§.005.
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Os acidos clorogénico e caféico, bem como o flaidm quercetina tiveram sua
presenca registrada tanto nos extratos quantaag®et de ambas as plantas. O acido galico
e a rutina, entretanto, ndo foram encontradosaga@dr hexanica de. calomelano® a rutina
estava ausente na fragdo diclorometant.deenustumO kaempferol também n&o constava
na fracdo metandlica, nem no extrato etanoliccadespécie.

Compostos fendlicos e alguns de seus derivadosas@iderados agentes eficazes na
prevencéo da oxidacéo, inibindo ou eliminando @ditivres que comprometem os sistemas
organicos. Sao muito reativos quimicamente e ampaide destes encontra-se sob a forma de
ésteres ou de heterosideos, sendo solUveis ened&guaolventes organicos polares [75].

Conforme os dados obtidos, observamos que o tearocthpostos fendlicos totais
presentes erR. calomelano$oi mais alto do que o encontrado emvenustumA quercetina,

o flavondide encontrado em maior quantidade lermenustumapresentou maior afinidade
com o solvente acetato de etila, 0 mesmo ocorrendoo flavonoide kaemferol, composto
majoritario deP. calomelanosA fracdo acetato de etila foi, entre todos os piosl naturais
testados, a que mais se destacou em conteldocfendlios mais baixos teores foram
verificados na fracdo hexanica em ambas as plaiitasorréncia esta de acordo com que foi
0 preconizado por Simdest al. [75], ao afirmar que flavondides sédo preferencalta
extraidos pelo solvente acetato de etila.

No screening por atividade antioxidante e compo$taodlicos realizado por Lai e
Lim [59], P. calomelanogonstou entre as quinze espécies avaliadas e adas thostraram
que esta apresentou uma quantidade moderada destsfenolicos no extrato metandlico,
porém os autores ndo chegaram a especificar quers gue percentuais estavam presentes.
Vale ressaltar que estes ensaios foram realizatliimando extrato metandlico, enquanto
nosso estudo avaliou, além do extrato (etandlfcadpes com polaridades diferentes.

Esta foi a primeira triagem para compostos fenéliemL. venustum Jeetendra e
Manish [76] analisaram diferentes tipos de exti@ddooutra espécie do mesmo géndro,
flexuosumge encontraram quantidades consideraveis dos coospgse variavam de acordo
com o extrator utilizado, encontrando-se mais elesaquando extraidos pelo solvente
metanol. EmL. venustune P. calomelanosa fracdo metandlica foi a segunda melhor fracédo
extratora, s6 perdendo para acetato de etilajastaeém considerada polar.

A capacidade de inibir a formagédo de radicaisefivpode ser medida, entre outros
métodos, pela descoloracdo da solucéo etanolicai®PH. Segundo o método descrito por
Choi, [74] A solucdo de DPPH absorve na banda d& b que mede a intensidade da
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coloracdo violeta. Na presenca de boa atividadéraagadicais livres ocorre descoloracéo
[77].

A atuacdo do &cido ascérbico (conhecida substéaciemxidante) ligando-se ao
radical livre 2,2-Difenil-1—picril-hidrazila (DPPH) usada muitas vezes como parametro
para avaliar o poder antioxidante de extratosgdés de plantas vitro [78].

A 1Cso de extratos etandlicos e fracOes foram obtid@/ésr da equacado das retas y =
- 0,7104x + 98,01 n = 6 (R = 0,9953) e y = - 1&B4) + 112,25 n = 6 (R= 0,8764),
respectivamente (Figuras 7 e 9). Foram consideradaguatro primeiros pontos da curva,
resultando no 16§ de ambas as pteriddfitas. Para o acido ascorbitGsofoi estimado
matematicamente a partir da primeira concentra¢iéirada (7,81ug/mL), que demonstrou
atividade antioxidante proxima ou superior a 50%raR acido ascoérbico nao foi possivel
demonstrar linearidade nas demais concentracteslass O acido ascorbico, cuja atividade

antioxidante é bastante documentada, apresentdGdgrde 17,64 e 8,47 pg/mL.

Em nosso estudo verificamos que entre todos odufwe analisados, 0s extratos
etanodlicos deP. calomelano® L. venustunexibiram os melhores resultados para atividade
antioxidante, apresentando respectivamentg m@s concentracdes de 43,4 pg/mL e 67,58
ng/mL (Figuras 8 e 10). J4 no que dizem respeitdragdes, as plantas divergiram em
potencial de atividade uma vez que aquela que eq@s melhor desempenho e
calomelanodoi a metandlica, enquanto a acetato de etila fgue mais se destacou quanto a

capacidade de sequestrar radicais livres, entestasl fracoes de venustum.

Este comportamento pode ser justificado devidorésgmca de compostos com
propriedades polares nos extratos, como é o casdadidos fendlicos e flavondides, os quais

possuem comprovada atividade antioxidante
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Figura 7. Percentual da atividade antioxidante diolcdascérbico (padrdo); extrato etanolico de
Pityrogramma calomelano&EEPC); fragdo acetato de etila ligyrogramma calomelano$AEPC);
fracdo cloroférmica d@. calomelanogFCPC); fracdo metandlica & calomelano$MFPC) e fracdo
hexanica d€. calomelanogFHPC).

Figura 8. Grafico do teste do sequestro de radicaées (DPPH) do acido ascorbico (padrao); extrato
etanodlico de Pityrogramma calomelanogEEPC); fracdo acetato de etila d&tyrogramma
calomelanos(FAEPC); fracdo cloroférmica dB. calomelanogFCPC); fracdo metandlica de.
calomelanos(MFPC) e fracdo hexanica d& calomelanog§FHPC), bem como seus respectivos

valores de EG€;.
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Figura 9. Percentual da atividade antioxidante diolcdascérbico (padrdo); extrato etanolico de
Lygodium venustum (EELV)racdo acetato de etila deygodium venustun{FAELV); fragcédo
diclorometano delL. venustum(FDMLV); fracdo metandlica dd.. venustum(FMLV) e fracdo
hexanica d&. venustun{FHLV).

Figura 10. Gréficos do teste do sequestro de radinses (DPPH) do &cido ascoérbico (padréo);
extrato etandlico de.ygodium venustum (EELVJjracdo acetato de etila deygodium venustum
(FAELV); fracdo diclorometano dé. venustum(FDMLYV); fracdo metandlica dd.. venustum
(FMLV) e fragdo hexanica de venustuniFHLV, bem como seus respectivos valores dg.EC
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Diversas pesquisas tém evidenciado a presencaudecegina e kaempferol em
samambaias e algumas delas inclusive tém demoastfae estes compostos, alguns ja
isolados e apropriadamente descritos, contribuetivafmente na captacdo de radicais livres
e auxiliam na protecdo de moléculas essenciaislay ¢omo foi o caso do estudo realizado
por Chowdhary, anteriormente descrito.

O potencial antioxidante de acidos fendlicos caféic clorogénico ja € conhecido [79],
possuindo boa atividade antioxidante em sisten@didbs e na inibicdo da peroxidacao
celular.

Os resultados obtidos a partir deste estudo indopae as espécies analisadas possuem
compostos quimicos capazes de capturarem radivees,|le estas substancias podem ser
consideradas promissoras na busca de farmacosxidatites que previnem doengas
decorrentes do estresse oxidativo. Vale ressgliar o teste do DPPH n&o permite uma
definicdo precisa dos efeitos antioxidantes paratar de uma metodologia vitro [80]. E
sabido que a atividade de extratos e fracOes aegslado podem ser avaliadas apenas por um
método [74]; portanto, torna-se necessario um estudivo para determinar se estas espécies
medicinais poderao ser utilizadas em escala industr

CONCLUSAO

As pesquisas etnobiolégicas tém demonstrado agolaips anos que diversas
espéciesde plantas sdo os produtos naturais tileados pelas popula¢cdes humanas. Sem
duvida alguma, a ampla biodiversidade da pteridaflmundial fornece variedades de
espécies ricas em compostos biologicamente atigos, por sua vez, sdo capazes de
restabelecerem a homeostase afetada por micromyasisvirus e estresse oxidativo, entre
outros fatores.

A relativa fragilidade dos sistemas organicos nokca diante de emergentes e
reemergentes ameacas a saude. Com isso, novososlesaigem a cada vez que somos
expostos a elas. A luta incessante pela vida, redsaoutros seres, € uma guerra onde ambos
os lados langam méo dos mais variados artificioeeeanismos de sobrevivéncia. Em cada
batalha, os produtos naturais com suas estratdgidefesa, , sdo colocados propositalmente
a nosso favor, e a partir destes, “férmulas magicssfarmacos, sédo criadas com o objetivo
de desarticularem as defesas dos agressores aulilFatem moléculas e sistemas avariados,
numa tentativa constante para o restabelecimenbeitheestar humano.

O estudo realizado para composicao deste capitggermitiu reconhecer o quanto

as pteridofitas sdo necessarias as populacéesibcomtio de forma efetiva para a cura ou
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tratamento de enfermidades em localidades ondestamss de salde sdo precarios ou
inexistentes. Porém, constatamos também, que esquaidades deste grupo de vegetal estao
ainda muito longe de serem plenamente conhecidamn®ecimento empirico de fato tem
sido o principal contribuinte na elucidacdo dasppemlades biologicas das pteridofitas,
entretanto, o conhecimento racional e cientifiem gldvida alguma, € um aspecto decisivo
para a seguranca de seu uso em terapias.

Em suma, diante de tantas atividades biolégic#sidas por diferentes e numerosas
espécies de pteridofitas, uma quantidade maiostigles ainda se faz necessario. Um olhar
especial e criterioso deve ser dado a este grupaneestigacbes mais aprofundadas e
também mais abrangentes, tendo em vista a sua ateiadem biodiversidade, ampla
distribuicdo mundial em regides propicias e, evielmente, seu uso pelas popula¢gbes desde

tempos antigos onde apenas se poderia contar copneza do seu extrato bruto.
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ABSTRACT - Chagas disease is causedToypanosoma cruziand is considered a public
health problem. Currently the available treatmeot fthis disease is synthetic drugs,
nifurtimox and benzonidazol, that present high c¢ayilevels.Pityrogramma calomelanos,
plant used in tradicional medicine as astringemtalgesic, anti-hemorrhagic, pectoral
depurative, emmenagogue, anti-hypertensive, amétigy anti-tussive was tested for
antiepimastigote activity in vitroMaterial and methods An ethanol extract and hexane
fraction of P. calomelanoswas prepared and tested agaifst cruzi (CL-B5 clone).
Epimastigotes were inoculated at a X" concentration in 200uL triptose-liver infusion.
For the cytotoxicity assay J774 macrophages weed.Usffective concentration capable of
killing 50% of parasites (Eg) was 55. 26 ug/mL and 73. 57 pg/mL for the ethaxttact
and hexane fraction, respectively. This is thet frecord of tripanocidal activity foP.
calomelanosThe results indicate th&. calomelanogould be a source of antiepimastigote
natural products with only moderate toxicity towaeshlthy human cells.

Keywords - Antiepimastigote activity, Chagas disasytotoxicity, Pityrogramma

calomelanos

Introduction

Developing countries with abundant traditional kienlge and rich biodiversity, as in the
case of Brazil, still grapple with a high incidenakeso-called “neglected diseases,” such as
tuberculosis, malaria and Chagas disease (@tadt, 2005); diseases that have the potential
to be treated with natural products of plant origirBrazil (Croftet al, 2005). Brazil has the
largest biodiversity in the world, with more thab.@00 species of plants catalogued, and a
richness estimated total of 550.000 species (@raft Sundar2006), but only 8% have been
studied in the search for bioactive compounds (&sebal, 2007).

Chagas disease (American trypanosomiasis) it igsexh by a flagellate protozoan
Trypanosoma cruziof order Kinetoplastida, family Trypanosomatide argknera
Trypanosomaand represents public health problem in South Acaenith 20 million people
infected and 90 million are at risk in endemic aré&/HO, 2000). The parasite can be
transmitted to humans by triatomine insects, foodstaminated with feces, blood, organ
transplants, and by the transplacental route (P2ail).

The treatment of Chagas disease remains partradljeictive, despite the research carried out
by various laboratories and researches, partiquldre South American ones. Several
compounds have been tested on animals and sorherafliave been used in man, but none

eliminate the infection byl. cruziand promotes permanent cure in all patients (Larwth a
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Tafuri, 2005). Two drugs have been used: nifurtinamxi benzonidazole. These drugs are
active against blood forms of the parasite and afsthe tissue. The undesirable side effects
of both are their main drawback, the most freqyealserved in the use of nifurtimox are
anorexia, weight loss, psychic alterations, exditgh drowsiness, gastrointestinal
complications (nausea or vomiting, intestinal crangmd diarrhea). In the treatment with
benzonidazole, cutaneous manifestations are thé madasrious (hypersensitivity, dermatitis
with cutaneous eruptions, generalized edema, fégraphadenopathy, joint and muscle pain)
(Castroat al., 2006).

The disease defies the attempts of an efficienmciieerapy, in addition, the high cost
involved in the development and registration of rdewgs made the pharmaceutical industry
cut subsidies for new drugs to treat tropical dise@Arayaet al, 2003). Thus, there is an
urgent need for the development of new researchatural products for anfi-cruziactivity
(WHO, 2002). As Coura and Castro (2002), theresareeral herbal products tested against
the etiologic agent Chagas disease, for exem{alaadls, taxoids, estilbenoids, anti-juvinile
hormones and analogues, propolis, naphthoquinondsdarivatives and synthetic crude
extract plants and products.

In the work of Structure-Activity Relationships, BA Menezest al., (2005), related that
coumarins derivatives compound with the highesdinig affinity, as example, coumarin
chapelin, isolated frorRutaceaespecies promoted inhibition of GAPDH (glyceralgeé-3-
phosphate dehydrogenase) through of linking atptecesite of GAPDH. In the binding
study, the affinity of the compounds was determibgdheir ability to displace NAD+ from
the enzyme receptor site, as well, by values obthiof biding energy of the coumarins
derivatives compound at receptor site of GAPDH. irtiebition these enzyme interferes in
the process of achievement of energy, by glycolydiamastigotes forms af. cruzi.
Pityrogramma calomelanof..) Link. (Pteridaceae), known in Brazil as avatiranca or
avenca-preta is used as ornamental and mediciaat. gExtracts this species present several
activities reported in the literature: astringergnalgesic, anti-hemorrhagic, pectoral
depurative, emmenagogue, anti-hypertensive, amétigy anti-tussive (Barros and Andrade,
1997). Many compounds from the leavesRifyrogramma calomelanowere isolated, as
flavonoids,  [(8-phenylpropionyl)-5,7-dihydroxydihggheoflavone] and  {8-[3-(4-
methoxyphenyl)porpionyl]-7-dihydrodihydroxyneoflawe} nhamed calomelanol (Fujiet al.,
1991), terpens, as calomelanolactone (Viebml., 1978), chalcones, as 2’,6’-dihydroxy-

4’ 4'-dihydroxychalcone (Sukuruman and Ramadas&91) Due the social and economic



118

importance of Chagas disease, the purpose of tloik was to demonstrate the anti-

Trypanosomactivitiy of Pityrogramma calomelanos

Materials and methods

Plant material

Leaves of Pityrogramma calomelanogL.) Link. were collected in the rainy season
(September, 2009) in the city of Crato, Ceara Sttazil. The plant material was identified
by Dr. Antonio Alamo Feitosa Saraiva of Universi§ the Region of Cariri, Brazil, and

voucher specimen have been deposited with theifgation number 557@t the Herbarium

“Déardano de Andrade Lima” of University of the Rexgiof Cariri, Crato, CE, Brazil.

Preparation of ethanol extract (EEPC) and hexaneafition (HFPC) of Pityrogramma
calomelanos

950 g of leaves were dried with no sunlight expositand kept at room temperature. The
powdered material (leaves) was extracted by maoarasing 1 L of 95% ethanol as solvent
at room temperature. The mixture was allowed todstar 72 h at room temperature. The
extract was then filtered and concentrated undeuwa in a rotary evaporator under 60°C
and 760mm/Hg of temperature and pressure, respéciiBrasileiroet al, 2006). 950 g of
aerial parts yielded 50g of ethanol extract (EERGfer, 40 g of EEPC was resuspended in
95% ethanol and mixed with silica gel (Mef3k and then fractionated with hexane by
percolation of the solvent on the EEPC associatéd silica gel (MercR). The hexane
fraction (HFPC) was concentrated under vacuumrnotary evaporator under 60 °C and 760
mm/Hg of temperature and pressure, producing @ 66HFPC. The hexane was chosen in
order to extract nonpolar compounds of the ethartiact. After, ethanol extract and hexane

fraction were diluted using DMSO.

Phytochemical screeing

The phytochemical assays were used for qualitaivaysis of the secondary metabolites
presence. The tests are based in the visual obervd color modifications or formation of
precipitate after addition of the reagents spegificeach group of secondary metabolites. The

tests were performed allowing the method describet¥atos (2009).
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Quantification of phenolics compounds of hexane @tgon by HPLC-DAD

Reverse phase chromatographic analyses were catriathder gradient conditions usingsC
column (4.6 mm x 250 mm) packed withrb diameter particles; the mobile phase was water
containing 2% acetic acid (A) and methanol (B), #mel composition gradient was: 5% of B
until 2 min and changed to obtain 25%, 40%, 50986 600% and 100% B at 10, 20, 30, 40,
50 and 80 min, respectively, following the methasdaibed by Laghaet al, (2011), with
slight modifications. The sample of thfern was analyzed, dissolved in hexane at a
concentration of 3 mg/mL. The presence of six phemocompounds was investigated,
namely, gallic, chlorogenic and caffeic acids aid tflavonoids quercetin, rutin and
kaempferol. Identification of these compounds waggmed by comparing their retention
time and UV absorption spectrum with those of tommercial standards. The flow rate was
0.6 mL/min, injection volume 40L and the wavelength were 254 nm for gallic acb 8m

for caffeic and chlorogenic acids, and 365 nm foergetin, rutin and kaempferol. The hexane
fraction and mobile phase were filtered througtb0.4/h membrane filter (Millipore) and then
degassed by ultrasonic bath prior to use. Stocktisok of standards references were
prepared in the HPLC mobile phase at a concentraionge of 0.020 — 0.200 mg/mL for
kaempferol, quercetin and rutin; and 0.050 — 0.2%80@mL for gallic, caffeic and chlorogenic
acids. The chromatography peaks were confirmedobyparing its retention time with those
of reference standards and by DAD spectra (2000td im). Calibration curve for caffeic
acid: Y =10523x + 1478.8 (r = 0.9999); chlorogeaoid: Y = 12765x + 1381.7 (r = 0.9995);
rutin: Y = 12691 — 1165.0 (r = 0.9998); quercefih= 13495x — 1092.6 (r =0.9999) and
kaempferol: Y = 15692x — 1218.1 (r = 0.9997). Alrematography operations were carried
out at ambient temperature and in triplicate.

Cell strains used

For in vitro studies off. cruzj the clone CL-B5 was used (Buckmetral, 1996). The stably
parasites was transfected with tBscherichia coli(lacZ) that have gene coding for-
galactosidase, were kindly provided by Dr F. Buckttgough Instituto Conmemorativo
Gorgas (Panama). Epimastigotes were grown & #8liver infusion tryptose broth (Difco,
Detroit, MI) with 10% fetal bovine serum (FBS) (@dy Carlsbad, CA), penicillin (Ern, S.A,,
Barcelona, Spain) and streptomycin (Reig Jofr'e.SBarcelona, Spain), as described
previously (Le Sennet al, 2002), and harvested during the exponential tir@lase.
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Murine J774 macrophages were grown in plastic 25flagks in RPMI 1640 medium
(Sigm&), (with glutamine, without bicarbonate and phereal indicator), supplemented with
20% heat inactivated (30 min, 56 °C) fetal boviamum (FBS) and penicillin G (100 U/mL)
and streptomycin (100 pg/mL) in a humidified 5% £858% air atmosphere at 37° C. For the
experiments, cells in the pre-confluence phase Wareested with trypsin. Cell cultures were
maintained at 37°C in a humidified 5% g@tmosphere. Cell viability was evaluated
colorimetrically with resazurin according to a powsly described method (Rolcet al,
2006).

Reagents

Chlorophenol red-D-galactopyranoside (CPRG; Roche, Indianapolig, Wds dissolved in
0.9% Triton X- 100 (pH 7.4). Penicillin G (Ern, S,Marcelona, Spain), streptomycin (Reig
Jofre S.A., Barcelona, Spain). Resazurin sodiurhvgas obtained from Sigma-Aldrich (St
Louis, MO) and stored at 4 °C protected from lightsolution of resazurin was prepared in

1% phosphatebuffered solution (PBS), pH 7, andrfsterilized prior to use.

Epimastigote susceptibility assay

The screening assay was performed in 96-well miatep with cultures that had not reached
the stationary phase, as described (\&ga, 2005). Briefly, epimastigotes were seeded at 1
x 10° mL™t in 200uL of liver tryptose broth medium. The pkteere then incubated with
EEPC and HFPC (0.1-50ug/mL) at 28°C for 72 h, actwiime 50 uL of CPRG solution was
added to give a final concentration of 200uM. thatgs were incubated at 37°C for an
additional 6 h and were then read at 595 nm. Nifuox was used as the reference drug. Each
concentration was tested in triplicate. Each expent was performed twice separately. The

efficacy of each compound was estimated by calicigdhe antiepimatigote percent (AE%).

Cytotoxicity assays

Murine J774 macrophages were seeded (5'xdlB/well) in 96-well flat-bottom microplates
with 100 pL of RPMI 1640 medium. The cells wereoaléd to attach for 24 h at 37°C, 5%
CO, after which the medium was removed and replaced mieédium containing different
concentrations of treatment. Macrophages were etegbwith treatment for another 24 h.
Growth controls were also included. Afterwards p20of 2 mM resazurin solution was added
and plates were returned to incubator for anothert® evaluate cell viability. The reduction

of resazurin was determined by dual wavelength rblasce measurement at 490 nm and 595
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nm. Background was subtracted. Each concentratamassayed three times. Blanks include
medium and treatment only. The cytotoxicity of eaompound was estimated by calculating

the cytotoxic percentual (Eg}, cells survive/cells dead.

Statistical analysis
The statistical analysis was performed using Ppsagram 5.0. The effective concentration

(ECs0) was calculated by the linear regression method.

Results and discussion

The secondary metabolic compounds were identiffietble 1, were observed two groups

substances in hexane fraction not detected inttfanel extract, flavonols and chalcones. The
results of trypanicidal activity obtained with thexane fraction could to be assigned for these

substances.

TABLE 1

HPLC analysis

Due to the excellent results obtained with the hexfaction, it was subjected to HPLC
analysis for quantification of phenolic compound®LC fingerprinting of hexane fraction of
Pityrogramma calomelana®vealed the presence of the gallic agid«tL7.83 min; peak 1),
chlorogenic acid = 28.14 min; peak 2), caffeic acigi & 34.09 min; peak 3), quercetir (t
= 49.78 min; peak 5) and kaempferg{ & 58.96 min; peak 6)Fg. 1 and Table 2). The
HPLC analysis revealed that flavonoids (quercetid &aempferol) and phenolics acids

(chlorogenic and caffeic acidaje present in the HFPC.

FIGURE 1
TABLE 2

Hayacibaraet al, (2005), reported that the chemical compositidnppolis is rich in
phenylpropanoids (chlorogenic and ceffeic acidsjyt®yk et al, (2003), testedin
vitro propolis extract again3trypanosoma cruand observed relevant activity against
epimastigotes forms this parasite, becoming a plesalternative for the treatment of Chagas
disease. These results corroborated our work, sigpwa strict relation between

phenylpropanoids and tripanocidal activity.
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Several biological activities have been reportesbasted with flavonoids. Quercetin, the
most common flavonoid detected in foods, preseatgiprotozoal effect againBlasmodium
falciparum,Leishmania donovani, Trypanosoma bruaadT. rhodesiens€Camachoeet al,
2002; Williamson and Finnigan, 1978). Aeaal, (2010), demonstrated that quercetin and
taxifolin, isolated from hexane fraction d®apanealancifolia present low trypanocidal
activity. Takearaet al, (2003), shown that Quercetin-3-methyl etheratad of extract from
Lychnophora staavioidedart. (Asteraceae) showed promise for use agdinstuzj it did

not cause lysis of blood cells, showing trypanocativity of 63, 2%. Our results indicate
that HFPC, when tested at a concentration of 50nmhg/shown to be active against
epimastigotes forms df. cruzj killing 71% of the parasites with 0% cytotoxicity

Chalcones isolated fromdlyrcia hiameliswere found to be an enzimatic inhibitor of cruzain
(Deiseet al, 2006; Silva, 2007). This is a key cysteine pasteinTrypanosoma cruzit is
essential for the parasite survival and replicateomd has been validated as a drug target for
this organism. (Simeonov, 2008). This article i tlirst report regarding the chemical

composition ofP. calomelanogmphasizing the trypanocidal activity.

Trypanosoma cruzi epimastigote susceptibility assay

The trypanocidal activity of EEPC and HFPC is shawiTable 3. The results demonstrated
activity against the strain CL-B5 strain ©f cruzifor the hexane fraction at a concentration
50 pg/mL showing a inhibition of 71% fdr. cruziand an EG = 73, 57 pg/mL. This is
impressive considering an Efdess than 500 pug/mL is considered clinically ral®v(Rosas
et al, 2007). The ethanol extract Bf calomelanoslid not show clinically relevant inhibition

of epimastigotes forms, due to its toxicity towahgsltly murine macrophages.

TABLE 3

This is the first report of trypanocidal activityrfPityrogramma calomelano®ther plants of
the Brazilian flora have shown substantial trypadalcactivity, such as extracts and fractions
of Ampelozizyphus amazonic(Rosaset al, 2007), the ethyl acetate fraction G@amellia
sinensis(Pavetoet al, 2004) and polar extracts &iphoneugena densiflorgGallo et al,
2008).
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Cytotoxic activity

An important criterion in the search for active qunds with trypanocidal activity is
toxicity toward mammalian host cells. J774 macrgasawere utilized to evaluate this
cytotoxity, and determine the selectivity of EEP@Ia&HFPC. The results are presented in
Table 2. No toxicity was observed at concentratioing2, 5, 25, and 50 pg/mL to thexane
fraction, being a very significant result. The hexane fractad Pityrogramma calomelanos
showedlow toxicity against macrophages J774 comparet thié results presents for Roldos
et al (2008). In this study the substance semi-syrtheti 4-Hydroxylunularin, a natural
hydroxybibenzyl bryophyte constituent, showed adit of 18, 88% at a concentration of
21, 7 pg/mL. The hexane fraction (HFPC)Rofcalomelanosppears to be promising in the
development of more effective therapies, mainly ttuéhe low level of toxicityin vitro and
potent antiepimastigote activity, which allows wsproceed within vivo studies for drug

evaluation

Conclusion
Our results indicate tha®ityrogramma calomelanosould be a source of plant-derived
natural products with antiepimastigote activity lwlibw toxicity, representing an interesting

alternative in efforts to combat infectious diseasech Chagas disease.
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Table 1 Phytochemical screening of ethanol extract andahe fraction of Pityrogramma
calomelanogL.) Link.

METABOLITES
£ 2
0, 2 =
£ 0 §%) c
w T E o 2 3 g ¢ 2 5 o S & & ¢
T ¢ g © = ¢ 2 § o ¢ 35 & <©c + c
5 8 > £ & 8 S 2 ¢ o 8 S
= » & ¢ g & ¢ § 2 5 g & £ & g
g o 5 S = =
= o £ 2 8 £ & 5 &8 z &8 5§ 5 '3 &
< £ E O O L v T o X O
S < 3] o
< 3 >
a
-
EEPC + - - + + + + o+ - - + - - - +
HFPC - - - - + - + + O+ - + - + - -

Table 2— Phenolics and flavonoids composition of hexaaetion of Pityrogramma calomelanas..)
Link.

Compounds HFPC
mg/g Percent

Gallic acid - -
Chlorogenic acid 1.05+0.01a 0.10
Caffeic acid 459+0.03b 0.45
Rutin - -
Quercetin 1.14+0.02a 0.11
Kaempferol 0.93+0.01a 0.09

Results are expressed as mean + standard devié@D)of three determinations. Averages followed
by different letters differ by Tukey test at p ©05.

Table 3 Percent of parasite lysis induced by ethanol ekiaad hexane fraction d®ityrogramma
calomelanosagainst the epimastigote formsTof/panosoma cruzZLL-B5 strain.

Extract Concentrations %AE %SD % C ECso
(Hg/mL)
500 91 3,3 100 55,26
EEPC 200 77 3,1 86
100 74 2,7 73
50 37 1,8 6
50 71 1,2 0 73,57
HFPC 25 67 0,7 0
12,5 47 0,9 0
10 89,1 3,3 - 0,91
Nifurtimox 1 54,9 0,7 -
0,5 45,6 4,2 -

%AE — Percent of inhibition of epimastigote fornr#%SD — Standard deviation; % C — cytotoxic
effect; EGo — Concentration with 50% of the maximum activigEPC (ethanol extract oP.
calomelanoy HFPC ( hexane fraction &. calomelangs
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Figure 1 - Hexane fraction oPityrogramma calomelandg.) Link.

Figure 1 — Representative high performance liquid chromaioigy profile of (HFPC), detection UV
was at 327nmGallic acid (peak 1), chlorogenic acid (peak 2¥faia acid (peak 3), rutin (peak 4),
quercetin (peak 5) and kaempferol (peak 6).
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Abstract

Context: Leishmaniasis is a disease caused by parasitéiseofjenusLeishmania,mainly
founded in regions with forests, as the AmazoniacdRt reports about the Leishmaniasis
indicate a deficit of therapeutic drugs availaljaiast this disease and reinforce the necessity
of the discovering of new drugs.

Objective: In this study the ethanol extract (EEPC) and foast of Pityrogramma
calomelanogL.) Link. (Pteridaceae) was tested for its cykatdy and leishmanicidal activity
against td_eishmania brasiliensis.

Material and methodsin this study, the ethanol extract and fractiofisPdyrogramma
calomelanoswas prepared and tested for its action cytotoxiaitd leishmanicidal activity.
For the in vitro assays againseishmania,were used promastigote forms. The cytotoxic
assay was performed using NCTC929 fibroblasts.

Results: The studies indicated that the effect-lerdhmanicidal of EEPC and EAFPC was
demonstrated, however present high cytotoxicitfibroblasts. In HFPC and MFPC was not
demonstrated leishmanicidal activity. The cytotayidco HFPC was not observed. In this
work were detected alkaloids in EEPC and MFPC. lsikis are reported with effect anti-
leishmanicidal.

Conclusion: This is the first work that reportedoab effect anti-leishmanicidal and
cytotoxicity from Pityrogramma calomelanos;onstituting a new approach in the search

involving this specie.

Keywords: Cytotoxic activity, Leishmania braziliensi aRttyrogramma calomelanos

INTRODUTION
Leishmaniasis is an infectious disease caused asipes of the genuseishmania endemic
around the world and affecting more of 12 milliorople worldwide. This disease are
endemic and cause an enhanced morbidity and mgrialpopulations in Africa, Asia and
Latin America (Who, 2002; Dujardin, 2006). In Brazhis disease is present as Visceral
Leishmaniasis (VL) and as American Tegumentary hreeniasis (ATL), mainly in the
northeastern and north regions (Retlal.,2003; Luzet al.,2001).

Developing countries with traditional communitiesdahigh biodiversity, as the
Brazil, still suffer with the called “neglected di&ses,” such as tuberculosis, malaria, Chagas
disease and Leishmaniasis (Crefftal, 2005). Al these diseases have potential to deed

with natural products (Funari and Ferro, 2005).zBnaresent one of the highest biodiversity
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in the world (Croftand Sundar2006), but only 8% of all species have been studiethe
search for bioactive compounds (TeE®89).

Reviews about the chemotherapy of Leishmaniasigcatels that the therapeutic
agents currently available against this diseasdeaveand low effective, being necessary the
discovery of new drugs candidates (Cetfal.,2005; 2006). The use of natural products with
medicinal purposes to treat, cure and prevent seses one of the oldest forms of medical
practice. In the 1990°s, the World Health Organ@a{WHO, 2002) informed that 65-80%
of population of developing countries used medicptants as exclusive form of basic health
care (Carvalho and Ferreira, 2001). Due the difficto access remedies, many patients use
natural products together with industrialized drg@kan-Bacab and Pena-Rodriguez, 2001).
Many plants present phytocompounds as alkaloidpetes, lignans, chalcones, avonoids
and sesquiterpenic lactones, all of them with kaighicidal activities reported in the literature
(lwu et al., 1994; Queirozt al.,1996; Torres-Santos, 1999; Kagnhal., 1999; Rochaet al.,
2005). The evaluation of the toxicity of substanegh biological activities is the first step to
the use of these compounds in animal models. Cilyrahe drugs againdt. braziliensis
demonstrated toxicity associated with these meti@salDias and Dessoy, 2009).

Pityrogramma calomelanogPteridaceae), called in Brazil as Avenca-branca o
Avenca-preta is used as ornamental and mediciaalt.pNatural products from this species
present several activities (Barros and Andrade/7L99any compounds from the leaves of
Pityrogramma calomelanosere isolated, as flavonoids (Fugs al.,1991), terpenes (Victor
et al., 1978), chalcones (Sukuruman and Ramadasan, 19@lplamnols (Dervillaet al.,
1979).

The objective of this work was identify the phyteafical composition and evaluate
thein vitro activity of the ethanol extract and fractionsRofcalomelanosgainstLeishmania

and the cytotoxic effect.

MATERIALS AND METHODS

Plant material

Leaves ofP. calomelanosvere collected in the rainy season (September,)200®e county
of Crato, Ceara State, Brazil. The plant materias$ wdentified by Dr. Antonio Alamo Feitosa
Saraiva of Universidade Regional do Cariri - URG2vato, CE, Brazil, and a voucher
specimen was deposited with the identification nemib70at the Herbarium “Dérdano de
Andrade Lima”, URCA, Crato - CE, Brazil.
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Preparation of ethanol Extract (EEPC), methanol (MRPC), Ethyl Acetate (EAFPC) and
hexane fractions (HFPC) ofPityrogramma calomelanos

950 g of leaves were dried and keeped at room teanpe. The powdered material was
extracted by maceration using 1 L of 95% ethanokalsent at room temperature. The
mixture was allowed to stand for 72 h at room terapge. The extract was then filtered and
concentrated under vacuum in a rotary evaporatdemu@0°C and 760mm/Hg of temperature
and pressure, respectively (Brasiledtoal,, 2006). 950 g of aerial parts yielded 509 of etha
extract. 40 g of EEPC was fractionated with hexatleyl acetate and methanol, producing
0.56, 18.5 and 14.3g of each fractions respectivEhe ethanol extract and fractions were
diluted using DMSO.

Phytochemical Screening

The phytochemical assays is to use for qualitaBwalysis of the presence secondary
metabolites as: heterosides, saponins, tanningoritads, steroids, triperpenes, cumarins,
quinones, organics acids and alkaloids were peddr(iMatos, 2009). In the tests is observed
the visual modification of color and formation ofepipitate after of the addition of the
reagents specifics. The table 1 present the metedabserved in the ethanol extract and
fractions.

Strains used

Cultures ofLeishmaniaspp. were obtained from the Institute of Investigaes en Ciencias
de la Salud, Asuncién, Paraguay — IICS and idewtifby isoenzyme analysis. The
maintenance of the cells, manner of culture ani@ti®m of promatigote forms dfeishmania
spp. followed the procedures described by Roktoal. (2008). The inhibition assays against
promastigote forms were performed using thebraziliensisstrain MHOM/BR/75/M2903,
growing at 22 °C in Schneider’s Drosophila mediwsupplemented with FBS 20%. The
cytotoxic assays used the fibroblast strain NCTC@R8ivated in Minimal Essential Medium
(Sigma). The medium culture was supplemented wiBS Fnactivated by heat (10%),
penicillin G (100 U/mL) and streptomycin (100 mg/,mChe strain was cultivated at 37°C in
humid atmosphere with 5% of GOThe viability of this strain was evaluated thrbuthe

colorimetric method using resazurin (Roléral.,2006).
Reagents

Sodium resazurin was obtained from Sigma—AldrichL&is, MO) and stored at 4°C in the
dark. The resazurin solution was prepared with phate buffer 1%, pH 7 and sterilized by

filter prior the use. The Chlorophenol redd-galactopyranoside (CPRG; Roche,
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Indianapolis, IN) was dissolved in a solution oitdin X-100 0.9% (pH 7.4). Penicilin G (Ern,
S.A., Barcelona, Spain), streptomycin (Reig JofreA.S Barcelona, Spain) e

Dimethylsulfoxide (DMSO) also were used.

Test of antipromastigota activity

Cultures of promastigote forms from braziliansewere grown to a concentration of®10
cellssimL and so transferred to the test. The comgsuwere dissolved in DMSO to a
concentration to be tested and were transferréigetonicro plates. Each assay was performed
in triplicate. The activity of the compounds waslenated after 72h by direct counting of the
cells after two fold serial dilutions and compaveth an untreated control.

Cytotoxic Test

NCTC929 fibroblasts were plated in micro plate®&fwell at a final concentration of 3 x*10
cells/well. The cells were grown at 37°C in atmamehwith 5% of CQ After that, the
medium culture was removed and the compounds wdstedato 200 pL, being performed a
new incubation by 24h. After this incubation, 20 pla solution of resazurina 2 mM was
added in each well. The plates were incubated foadd the reduction of resazurina was
measured using dual absorbance in the wavelenf#@0oand 595 nm. The value of control

(white) was subtracted. Each concentration wasdasttriplicate.

RESULTS

The EEPC and EAFPC demonstrated a leishmanicidélitgc against the
promastigotes ok. brasiliensis(concentration of 500 pg/mL inhibited 100% of thergsite
cells) The EEPC was more effective than EAFPC. Howevesdmatural products showed a
cytotoxic activity, except in the assays with HFFCable 2). None activity againdt.
brasiliensiswereobserved in the assays with MFPC and HFPC.

DISCUSSION

Several phytochemical compounds have demonstrateditro activity against
promastigotes and/or amastigotes bbéishmania. According with the phytochemical
screening, EEPC presents alkaloids and saponiresseTmetabolites have demonstrated
several biological activities against infectiouseais (Albertonet al., 2001). Also had been
reported the anti- inflammatory, antitumoral, aesig and other activities. The
leishmanicidal activity of alkaloids is well reped (Mahiouet al.,1994; Fourneét al, 1996;
Queirozet al., 1996). The action mechanisms of alkaloids aretedlavith the capacity of
these metabollites to interact with the DNA of sdtea(Temponet al.,2005).
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The strategies to research new drugs to the leisiagia treatment involvas vitro
and in vivo assays. According with the World Health Organaat{WHO), a new drug
candidate to be used must be submittenh taitro assays to verify the cytotoxicity and anti-
parasitic activity. After these first tests, theukts must be analysed to define the possibility
of in vivo assays (Dias and Dessoy, 2009).

An important point to be evaluated in the searcltctaypounds with leishmanicidal
activity is the toxicity against host cells. Thetatpxic activity can be evaluated using
different models with human cells as: human lymptes (Reyes-Chilpat al.,2008), MRC-

5 cells (Cabraét al.,2010) and macrophages (Houghgdral.,2007).

Pityrogramma calomelanos a fern used in the traditional medicine. Howeve
there are no reports of anti-leishmanicidal or tyg@ activity for this species. So, this is the
first report of these activities tB.calomelanosBesides the toxicity, these natural products
must be studied using the isolated phytocompouith this strategyP. calomelanogsan be
a source of products to be used against the leisiasia, reducing the infection and helping

in the treatment.
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Table 1 Phytochemical screnning of natural produts fiitgrogramma calomelandg..) Link.
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(+) presence; (-) ausence; EEPC, ethanol extfaBitgrogramma calomelangsEAFPC, ethyl acetate fraction
from Pityrogramma calomelangsMFPC, methanol extract frorRityrogramma calomelanpsHFPC, hexane

fraction ofPityrogramma calomelanos

Table 2 Antipromastigote activity th. brasiliensisand cytotoxicity.

Extracts/fractions Concentrations (%AP) %SD % C
(Hg/mL)
500 100 2,4 100
EEPC 200 96 0,5 86
100 62 4,2 73
50 20 2,0 6
MFPC 500 0 0,7 73
200 0 4.4 0
500 100 0,8 100
EAFPC 200 80 2,2 89
100 47 2,6 47
50 10 3,2 14
HFPC 50 0 7,1 0
25 0 572 0
12,5 0 6,5 0

EEPC, ethanol extract fromityrogramma calomelanpEEAFPC, ethyl acetate fraction froRityrogramma
calomelanos HFPC, hexane fraction fronPityrogramma calomelanpsMFPC, methanol extract from
Pityrogramma calomelangs%AP, porcentage inhibition promastigote; %C, toikicity; %SD, standard
deviation.
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ABSTRACT

In the work, the ethyl acetate fraction and hexaaetion of Pityrogramma calomelana4..)
Link. were evaluated to antibacterial and antifuregdivity against strains ascherichia coli,
Pseudomonas aeruginosa, Staphilococcus aureus, i@aralbicans, Candida krusei and
Candida tropicalis The study, was performed with the objective afeas the antimicrobial
effect with the method of dilution in HIA. The hexa fraction (HFPC) and ethyl acetate
fraction (EAFPC) of speci®. calomelanoshowed good activity again&. aureuswhen
associated with gentamicin. The fractions when @assd with the antifungal were not
observed relevant activity against at specieSardida These results indicate that the specie
of plant can be worked how a possible source afrabproducts with interest antibacterial,

mainly when combined with aminoglycosides.

Keywords: Antimicrobial activity;ethyl acetate fraction; hexane fractioRytirogramma

calomelanosmodifying antibiotic activity

INTRODUTION

The infections hospital are a serious problem ddlipthealth, both in developed and
developing countries, causing significant increasesorbidity, mortality and hospital costs.
Among the major pathogens involved the etiologyséhenfections standStaphylococcus
aureus” The clinical manifestations 08. aureus can be cutaneous or systemicEhe
symptoms cutaneous include: folliculits, impetidmils, carbuncles and the skin scalded
syndrome staphylocococi&. aureuss frequently isolated in post-surgical woundsg as
therefore a serious problem to systemic infectidben cause bacteremia, that bacteria can
produce endocarditis, osteomyelitis, piocardite meingitis?

In health, other clinical important bacteriumkscherichia coliln humanshave been
identified as the primary cause of infections unn#&ract, neonatal meningitis, nosocomal
septicemia and enteritif2seudomonas aeruginossso is among the bacteria of greater
clinical relevance, because can cause infectionsnumnedeficiencies, as occurs in cystic
fibrosis where the secretions stasis favors th&irolonization by the bacteria. Furthermore,
this bacterium present high rate of mutations, tregult in progressive resistance to
antibiotics and difficult the anti-infective therap

In this context, a growing and important problenthis increase of bacterial resistance

to antibiotics® The resistance at two or more classes of antiliardhave been a common
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finding reported how in human medicine as vetesindimiting the therapeutic options
available’ To the patients, the resistance at antibioticseme the morbidity and mortality,
while that to the institutions of heath means iaseeof cost8.

In folk medicine, the plants are used concurrentith the use of conventional
medicines’ In this association, the medicinal plants or yaus-products can act
inhibiting or increase the therapeutic effect ofnwentional drugs® The plants with
therapeutics properties used in folk medicine arengportant source of news biologically
active compounds. The uses of extracts with antobial agents present a low possibility of
microorganisms acquire resistance to their acbesause are complex mixtures.

Efflux pumps are integral proteins of bacterialgnatic membrane and that have been
blamed for several cases of drugs resistance, varieexpelled to out of céff. Modifiers of
antibiotic activity is a term used to substanceat tmodulate or even reverse bacterial
resistance to specifics antibiotics, how is theecafsseveral natural products of plant origin
(extracts and phytoconstituents) that change tharaomiial susceptibility to antibiotics for
inhibition of efflux of pumps?

The family Pteridaceae presents greater morphdabgiwersity, the most of species
occurs in tropics and arid regions. Are known abofit50 genus and 950 speciés.
Pityrogrammais a genus with about of 17 species occurring rga@miTropical America?®
The specidlityrogramma calomelandg.) Link. is knowed by the popular names feto-whit
avenca-white or avenca-blatkand is used as ornamental and medicinal pfant.

Due tothe scarcity of data concern the biological actiwtf the ferns of Brazil,
especially in the northeast, beyond the serioubleno of resistance to antibiotics is very
common. The present work search edified of chenugalpounds maiof the specie, as well
evaluate the potential modulator and antimicrobrglibiotic activity of ethyl acetate fraction

and hexane fractioof leavesP. calomelanos.
MATERIALS AND METHODS

Bacterial Material:

The bacterial strains used weke: coli (EC-ATCC10536 and EC27§ aureuqSA-
ATCC25923 and SA358) arffseudomonas aerugino§ATCC15442 e PSU 03) with profile
of resistance showed in table 1. All the strainsewkeept inheart infusion Agar slant@HIA,;

Difco) and before of assays, the cells were cuituharing 24h at 37°C ibrain heart infusion
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(BHI, Difco). All the strains were obtained of ocattion microorganisms of Mycology
Laboratory - UFPB.

Fungal Material

The fungal strains used wer@andida albicansATCC 40227,Candida kruseATCC
6538 andCandida tropicalisATCC 13803. All the strains were kept lireart infusion Agar
slants(HIA; Difco) and before of the assays, the cellsrevcultured during 24h to 37°C in
brain heart infusion(BHI, Difco). The strains were obtained of colieat microorganisms of

Mycology laboratory - UFPB.

Plant Material

Leaves ofP. calomelanosvere collected in the rainy season (September,)2009e
city of Crato, Ceara State, Brazil. The plant miatevas identified by Dr. Antonio Alamo
Feitosa Saraiva of University of the Region of @arCrato, CE, Brazil, and voucher
specimen have been deposited with the identifinatmmber 5570at the Herbarium
“Déardano de Andrade Lima” University of the RegminCariri, Crato, CE, Brazibrugs

Were produced antibacterial solutions of 5.000 [ig/ta amikacin, kanamycin,
gentamicin and neomycin, obtained of industry (Zig@o., St. Louis, USA). About to
antifungal drugs, were prepared solutions of 1084kl to anphotericin B (Sigma Co., St.
Louis, USA), Mebendazole (Lasa — Pharmaceuticaudtries LTDA., Brazil), Nystatin
(Brazilian Laboratory Teuto S/A, Brazil), e Benzoétronidazol (Prati, Donaduzzi & Cia
LTDA., Brazil). The antibiotic solutions were prepd allowing the recommendations of
NCCLS!®

Preparation of ethyl acetate fraction (EAFPC) and lexane fraction (HFPC) of leave$.
calomelanogqL.) Link.

Leaves of the plant (950 g) were dried and kepbam temperature. The powdered material
was extracted by maceration using 1 L of 95% ethaaasolvent at room temperature. The
homogenate was allowed to stand for 72 h at roonpéeature. The extract was filtered and
concentrated under vacuum in a rotary evaporate344B — Quimis, Brazil) and ultrathermic
bath (Q-214M2 - Quimis, Brazil) under 60°C and 76f@#g of temperature and pressure,
respectively (Brasileiret al, 2006). Each 500 g of aerial parts yielded 26, &f ethanol

extract. After, 20 g of ethanol extract was fractited with hexane and ethyl acetate,
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producing 0, 28 g and 9, 25 g of material fracttedaespectively. The fractions were diluted
using DMSO.

Phytochemical Screeing

The phytochemical assays is to use for qualitadivalysis of the presence secondary
metabolites as: heterosides, saponins, tanningoritads, steroids, triperpens, cumarins,
quinones, organics acids and alkaloids were peddriallowing the method described for
Matos?® The tests are analyzed by the observation visbahadification of color and
formation of precipitate after of the addition bétreagents specifics. The table 2 presents the

metabolites observes in hexane and ethyl acettadns.

Minimum Inhibitory Concentration (MIC)

The Minimum Inhibitory Concentration (MIC) was deteéned in BHI 10% by
method of microtitulation, using a suspension of 10FC/mL and an initial drug
concentration 1024g/mL for fungi and 5.000g/mL for bacteri&! The MIC was defined as
the lowest concentration at which no growth waseoled. To the evaluation of the ethyl
acetate fraction and hexane fraction as modulatbrssistance to antibiotics and antifungal
agents, the sub-inhibitory concentration was detethby MIC/8 with values of 128g/mL
to EC27, MRSA 358(C. albicans, C. kruseandC. tropicalis The plates were incubated for
24 horas at 37 °C using to the reading of strasazurina, no dye was used to fungi.

RESULTS

In the assays antimicrobial evaluation with theykthcetate fraction and hexane
fraction was determined the Minimum Inhibitory Centration (MIC g/mL). To these
fractions, was not observed antimicrobial activélevant clinically to fungi and bacteria. The
values of MIC are exposed in table 3.

In the test of modulation to bacterial was verifiade. coli that ethyl acetate fraction
potentiated only the effect amikacin. The hexaraction potentiated the effect of two
antibiotics, amikacin and kanamycin. This indicgtia relevant property these fractions in to
facilitate the action of aminoglycosides Bncoli. In the modulator activity t&. aureusvas
observed that ethyl acetate fraction promoted piaigon in action kanamycin, gentamicin
and neomycin. The hexane fraction potentiated ffecteonly in the gentamicin. FoP.
aeruginosawas not observed potentiation of antibacteriaivagt In the assay to fungi was

not observed modulation of the effect antifungahofibiotics against the species of Candida
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tested. In the test of modulation to fungi was ob=e that only the Benzoilmetronidazole
suffered potentiation in your antifungal effect mgaC. albicanswhen associated with the
hexane fraction. These are the first results phbtswith the specié’. calomelanosto
antimicrobial activity ananodifying antibiotic activity

DISCUSSIONS

The mechanisms by which the extracts may inhil@tgrown of microorganisms are
several, and can due at hydrophofobic nature ofescomponents. This components can
interact with the lipidlyier of the cell membrareffecting the respiratory chain and energy
production®? or even make the cell more permeable at antilsioteading to disruption of
vital cellular activity?® Varied components of extracts or fractions inceeé® permeability
of the cell, raising the penetration of antibiofitsThis mechanism can be obtained by
combination of antibiotics with extract or fract®m concentration sub-inhibitory applied
directly to the culture mediuft.

This strategy is called "herbal shotgun" or " sgmic multi-effect targeting” and
refers to the utilization of plants and drugs in gwproach using mono- or multi-extract
combinations, which can affect not only a singlgéa but various targets, where the different
therapeutic components collaborate in a synergigfanistic manner. This approach is not
only meant for combinations of extracts; combinagidoetween natural products or extracts
and synthetic products or antibiotics are also iptes&?’

This information are promising and can incentivearsk futures about
pharmacological aspects and toxicity of sub praglofP. calomelanosvith the objective of
promote the possible using rational in the antitdlrand antibacterial therapy as well resolve
in parts the question of resistance at antibiotics.

Future work to identification of the chemical cormapds of fractions are relevant
and necessary to the discovery of their activegglas, moreover, studiés vitro andin vivo

are important to a possible synthesizing of nevgsiru
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Table 1.Origin of bacterial strains and profile of resistarat antibiotics.

Bacteria Origin Resistance Profile
Aztreonan, Amoxacillin, Amicillin,
Amoxillin, Cefadroxil, Cefadroxil,
Escherichia colR7 Surgical Cphalothin, Ceftazinidima,
wound iprofloxacin, Chloraphenicol,
Imipenem, Kanamycin, Sulphametrim,
Tetracycline and Tobramycin.
Oxacillin, Gentamicin, Tobramycin,

Staphhylococcus aureus Surgical Amicillin, Kanamycin, Neomycin,
358 wound Paramomicin, Butirosin, Sisomicin and
Netilmicin.
Cfepime, Ceftazidime, Imipenem,
Pseudomonas Aeruginosa Uroculture Ciprofloxacin, Piperacilin
03 Levofloxacin, Merpenem and Amicillin

Table 2 Phytochemical screnning of natural produts fRitgrogramma calomelandg..) Link.
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(+) presence; (-) ausence; EAFPC, ethyl acetataifn fromPityrogramma calomelang$lFPC, hexane fraction
of Pityrogramma calomelanos

Table 3: Evaluation of antifungal and antibacterial activdiy hexane fraction (HFPC) and
ethyl acetate fraction (EAFPC) Bityrogramma calomelands..) Link.
Minimum Inhibitory Concentration (MIC) ( g/mL)

Srains HFPC EAFPC
C. albicangATCC 40227) 1024 1024
C. krusei(ATCC6538) 1024 1024
C. tropicalis(ATCC 13803 1024 1024
E. coli(ATCC 10536) 1024 1024
S.aureugATCC 25923) 1024 1024
Pseudomonas aeruginosa 1024 1024

Hexane fraction oPityrogramma calomeland#iFPC); Ethyl acetate fractidpityrogramma
calomelanogEAFPC).



Table 4. Evaluation of modulator antifungals effect of hesafmaction (HFPC) and ethyl acetate fraction (EAFRE Pityrogramma

calomelanogL.) Link.

C. albicans C. krusei C. tropicalis
ALONE +HF + EAF | ALONE + HF + EAF | ALONE + HF + EAF
Anfoterycin B 1024 1024 1024 1024 1024 1024 1024 1024 1024
Mebendazole 1024 1024 1024 1024 1024 1024 1024 1024 1024
Nystatin 1024 1024 1024 1024 1024 1024 1024 1024 1024
Benzoilmetronidazol 1024 128 1024 1024 1024 1024 1024 1024 1024

Hexane fraction oPityrogramma calomelang$iFPC); Ethyl acetate fractid?ityrogramma calomeland&AFPC).

Table 5.Evaluation of modulator antibacterial effect of aeg fraction (HFPC) and ethyl acetate fraction (B&F of Pityrogramma calomelanos

(L.) Link.
E. coli S. aureus P. aeruginosa
ALONE + HF + EAF | ALONE + HF + EAF | ALONE + HF + EAF
Amikacin 5000 9,765 9,765 78,125 78,125 625 1250 1250
Kanamycin 2500 312,5 2500 156,25 156,25 39,06 2500 2500
Gentamicin 625 625 625 312,5 4,88 4,88 1250 1250
Neomycin 156,25 156,25 156,25 156,25 156,2 19,53 625 625

Hexane fraction oPityrogramma calomelang$iFPC); Ethyl acetate fractidpityrogramma calomeland&AFPC)
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Abstract

In this work, the ethanol extract and methanol tficac of Pityrogramma calomelanof..)
Link were evaluated to antibacterial, antifungatlanodulatory activity against strains of
Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa, Stapbglnces aureus, Candida albicans, C.
krusei and C. tropicalisThe antimicrobial activity of the natural prodsievas evaluated by
microdilution method associated or not wthi amiryagkides and antifungals. The ethanol
extract and methanol fraction Bf calomelanoshowed good activity againSt aureusvhen
associated with aminoglycosides and with benzoilométlazole against the species of genus
Candida These results indicate that calomelanogan to be studied a a possible source of
natural products to combat bacteria and fungi ¢tirear modulating the mechanisms of
resistance of these microorganisms, enhancing ritimiarobial activity of these drugs and
combating the microbial resistance.

Keywords Antimicrobial activity; ethanol extract; methandfraction; Pytirogramma

calomelanosmodifying antibiotic activity.

INTRODUCTION

Nosocomial infections represent a serious problémublic health, causing a significative
increase in morbidity, mortality and hospital cogBoyce, 2001). Among the major
pathogens involved in these infectio®aphylococcus aureus one of the most important
causal agents (Moraes et al., 2000). The cliniGatifestations o5.aureuscan be cutaneous
or systemic (Ferreira & Avila, 2001Y.he cutaneous symptoms include: folliculits, boils,
carbuncles and the skin scalded syndrome staplopgoanS. aureuss frequently isolated in
post-surgical wounds, and is therefore, a seriggls to systemic infections. When cause
bacteremia, that bacteria can produce endocardgigomyelitis, piocardite and meningitis
(Koneman et al., 2001).

Other clinical important bacteria aEescherichia coliand Pseudomonas aeruginosa. E. coli
has been identified as the primary cause of irdastiurinary tract, neonatal meningitis,
nosocomial septicemia and enteriti®. aeruginosaalso is among the bacteria of greater
clinical relevance, causing infections in immunepoomised patients as occurs in cystic
fibrosis where the secretions stasis make posdiiide colonization by this bacterium.
Furthermore, this bacterium present high rate oftatmns, that result in progressive

resistance to antibiotics and difficult the anfiieictive therapy (Oliver et al., 2000).
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In this context, a growing and important problenths increase of bacterial resistance to
antibiotics (Georgopapadakou, 2005). The resistaagainst two or more classes of
antimicrobials has been a common finding reportechuman and veterinary medicine,
limiting the therapeutic options available (Von Ba& Marre, 2005). To the patients, the
resistance at antibiotics increases the morbidity mortality, while that to the institutions of
heath means increase of costs (Dancer, 2001).

In folk medicine, the plants are used alone or tlogrewith the use of conventional medicines
(Amorim, 1999). In this association, the mediciqdénts or yours sub-products can act
inhibiting or increase the therapeutic effect ohwentional drugs (Nascimento et al., 2000).
The plants with therapeutics properties used ik floédicine are an important source of news
biologically active compounds. The uses of extragth antimicrobial agents present a low
possibility of microorganisms acquire resistancease are complex mixtures (Daferera et
al., 2003). Modifiers of antibiotic activity is @nm used to substances that modulate or even
reverse bacterial resistance to specifics antidsptiow is the case of several natural products
of plant origin (extracts and phytoconstituentattbhange the microbial susceptibility to
antibiotics for inhibition of efflux of pumps (Piddk, 2006; Gibbons, 2004).

The family Pteridaceae presents greater morphabdigersity, the most of species occurs in
tropics and arid regions. There are 50 genus afdspécies (Prado, 200%)ityrogrammais

a genus with about of 17 species occurring maimlyropical America (Smith et al., 2006).
The speciePityrogramma calomelanod..) Link is used as ornamental and medicinal plant
(Ambrésio & Barros, 1997; Corréa, 1984).

Due tothe lack of data about the biological activity bétBrazilian ferns and due the serious
problems of resistance to antibiotics, the objectw this work is identify qualitatively the
chemical composition dP. calomelanosas well evaluate the antimicrobial and modulatory

of antibiotic activity of ethanol extract and matlbafraction from leaves d?. calomelanos.

MATERIAL AND METHODS

Bacterial and Fungal strains

The bacterial strains used werk: coli (EC-ATCC10536 and EC27)$. aureus(SA-
ATCC25923 and SA358) anéP. aeruginosa(ATCC15442 e PSUO03) with profile of
resistance showed in Table 1. The fungal straiesl ugere:Candida albicandATCC 40227,

C. kruseiATCC 6538 andC. tropicalis ATCC 13803. All the strains were kept in heart
infusion Agar slants (HIA; Difco) and before of ags, the cells were cultured during 24h at
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37°C in brain heart infusion (BHI, Difco). All thetrains were obtained of collection
microorganisms of Laboratory of Clinical MycologWFPB.

Plant Material

Leaves ofP. calomelanosvere collected in the city of Crato, Ceara, Brdtie plant material
was identified by Dr. Antdnio Alamo Feitosa Saraiwd Regional University of Cariri,
Brazil, and voucher specimen have been depositddtie identification number 5570 at the
Herbarium “Dardano de Andrade Lima” of Universidd&iggional do Cariri — URCA.

Drugs

Solutions with 5 mg/mL of antibiotics amikacin, lkenycin, gentamicin and neomycin were
prepared and these drugs were obtained from Sigma (8. Louis, USA). About to
antifungal drugs, were prepared solutions of 1084l to anphotericin B (Sigma Co., St.
Louis, USA), Mebendazole (Lasa — Pharmaceuticaudtries LTDA., Brazil), Nystatin
(Brazilian Laboratory Teuto S/A, Brazil), and Benawtronidazol (Prati, Donaduzzi & Cia
LTDA., Brazil). The solutions of antibiotic and #&nonhgals were prepared allowing the
recommendations of NCCLS (2003).

Preparation of ethanol extract (EEPC) and methari@ction (MFPC) of leaves P.
calomelanos

The leaves (950 g) were dried and kept at room ¢eatpre. The powdered material was
extracted by maceration using 1 L of ethanol 95%salsent at room temperature. The
mixture was allowed to stand for 72 h at room terapge. The extract was filtered and
concentrated under vacuum in a rotary evaporatdemu@0°C and 760mm/Hg of temperature
and pressure, respectively (Brasileiro et al., 20980 g of aerial parts yielded 50g of ethanol
extract. 40 g of EEPC was fractionated with meth@naducing 14,3 g of methanol fraction.
The ethanol extract and methanol fraction wereteilwsing DMSO.

Phytochemical Screening

The phytochemical assays is to use for qualitatwalysis of the presence secondary
metabolites as: heterosides, saponins, tanningprftads, steroids, triperpens, cumarins,
quinones, organics acids and alkaloids were peddrallowing the method described for
Matos (2009). The tests are based in the observafi@olor modification and precipitates
formation after the addition of specific reagefise Table 2 present the metabolites observe
in ethanol extract and methanol fraction.

Minimum Inhibitory Concentration (MIC)

The Minimum Inhibitory Concentration (MIC) was detened in BHI 10% by method of
microdilution, using a suspension of>Il0FC/mL and an initial drug concentration 1024
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g/mL for fungi and 5.000 g/mL for bacteria (JAVADPOUR et al., 1996). The MWas
defined as the lowest concentration at which navtfitovas observed. To the evaluation of
the ethanol extract and methanol fraction as maordaof resistance to antibiotics and
antifungal agents, the sub-inhibitory concentratvems used associated with the antibiotic
solution (MIC/8 = 128 g/mL). The plates were incubated for 24 horas 4C37o visualize
the bacterial growth, were used resazurine. Nowhgused in the fungal assay.

RESULTS AND DISCUSSION

Neither EE or MF demonstrated an antimicrobial \aisti clinically relevant to fungi or
bacteria. The values of MIC are exposed in Table@wvever, in the modulation assay, was
verified that ethanol extract and methanol fractimadulators the most of antibiotics tested
againstS. aureuswith exception to amikacin associated with MF amebmycin with EE,
indicating a relevant property of this fraction amdtract to enhance the action of
aminoglycosides again§&. aureusAgainstE. coli, the ethanol extract promoted modulation
of the action of amikacin and kanamycin. Agairat aeruginosawas not observed
modulatory activity. In the modulation of antifuhgetivity was observed that MF modulated
the antifungal action of Benzoilmetranidazole aga. albicans AgainstC. KruseiandC.
tropicalis, the EE promoted the modulation in effect of Belmetranidazole. These results
are the first reports about the antimicrobial ordoiatory activities oP. calomelanogTable

4 and 5).

The mechanisms by which the extracts may inhildtglown of microorganisms are several,
and can due at hydrophofobic nature of some comysn&his components can interact with
the lipidlyier of the cell membrane, affecting ttespiratory chain and energy production, or
even make the cell more permeable at antibiotieadihg to disruption of vital cellular
activity (Nicolson et al., 1999; Burt, 2004). Vatieomponents of extracts or fractions
increase the permeability of the cell, raising gemetration of antibiotics (Helander et al.,
1998). This mechanism can be obtained by combimati@ntibiotics with extract or fractions
in concentration sub-inhibitory applied directly tbe culture medium (Coutinho et al.,
2010a). None report about the modulatory activitgswiound associated with a fern.
However, several natural products from plants amichals have been studied to this activity
(Ferreira et al., 2009; Coutinho et al., 2010b; iRpeks et al., 2009).

This strategy is called "herbal shotgun” or " sgmric multi-effect targeting” and refers to

the utilization of plants and drugs in an approasimg mono- or multi-extract combinations,
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which can affect not only a single target but vasidargets, where the different therapeutic
components collaborate in a synergistic-agonisaamer. This approach is not only meant for
combinations of extracts; combinations between raatproducts or extracts and synthetic
products or antibiotics are also possible (Coutiahal., 2008; Wagner & Ulrich-Merzenich,
2009).

The results obtained in this study are promisind ean incentive future researchs about
pharmacological aspects and toxicity of subprodo€s. calomelanosvith the objective of
promote the possible using rational in the antitdlrand antibacterial therapy as well resolve

in parts the question of resistance at antibiotics.
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Table 1.0Origin of bacterial strains and profile of resistarat antibiotics.

Bacteria Origin Resistance Profile

Aztreonan, Amoxacillin, Amicillin,

Amoxillin, Cefadroxil, Cefadroxil,

Escherichia cole7 Surgical Cphalothin, Ceftazinidima, iprofloxacin,

wound Chloraphenicol, Imipenem, Kanamycin,

Sulphametrim, Tetracycline and

Tobramycin.

Oxacillin, Gentamicin, Tobramycin,

Staphhylococcus aureus|  Surgical Amicillin, Kanamycin, Neomycin,
358 wound Paramomicin, Butirosin, Sisomicin and
Netilmicin.

Cfepime, Ceftazidime, Imipenem,

Pseudomonas Aeruginosa Uroculture Ciprofloxacin, Piperacilin Levofloxacin,
03 Merpenem and Amicillin

Table 2 Phytochemical screnning of natural produts ffilgrogramma calomeland4..) Link.
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(+) presence; (-) ausence; EEPC, ethanol extfaettgrogramma calomelanys MFPC, methanol extract from
Pityrogramma calomelanos

Table 3.Evaluation of antifungal and antibacterial activafyPityrogramma calomelands..) Link.
Minimum Inhibitory Concentration (MIC) ( g/mL)

Strains EEPC MFPC
C. albicang ATCC40227) 1024 1024
C. krusei(ATCC6538) 1024 1024
C. tropicalis(ATCC13803 1024 1024
E. coli(ATCC10536) 1024 1024
S.aureugATCC25923) 1024 1024

Pseudomonas aerugino§aTCC15442) 1024 1024
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Table 4.Evaluation of modulatory antifungal effect of etbhaxtract (EE) and methanol fraction (MF)Rityrogramma calomelandg..) Link.

C. albicans C.krusei C.tropicalis
ALONE +EE +MF |ALONE +EE + MF |ALONE +EE + MF
Anphotericin B 1024 1024 1024 1024 1024 1024 1024 1024 1024
Mebendazole 1024 1024 1024 1024 1024 1024 1024 1024 1024
Nystatin 1024 1024 1024 1024 1024 1024 1024 1024 1024
Benzoilmetronidazole 1024 1024 128 1024 256 1024 1024 256 1024

Table 5.Evaluation of modulatory antibacterial effect diatol extract (EE) and methanol fraction (MFPafyrogramma calomelandgs..) Link.

E. coli 27 S. aureus358 P. aeruginosad3
Alone + EE + MF Alone + EE + MF Alone + EE + MF
Amikacin 5000 312,5 1250 78,125 9,765 78,125 1250 1250 1250
Kanamycin 2500 625 2500 156,25 39,06 39,06 2500 2500 2500
Gentamicin 625 625 625 312,5 4,88 4,88 1250 2500 2500
Neomycin 156,25 156,25 156,25 156,25 156,25 39,06 625 625 5 62
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ARTIGO 5

Additive effects of Pityrogramma calomelanok. (Link.) combinated with

aminoglycosides againsStaphylococcus aureus

ABSTRACT

Background & ObjectivesThis study is the first report about the enhancenoéradditive
effect of PityrogrammacalomelanosL. (Link) associated with aminoglycosides agaiast
multiresistantStaphylococcus aureufn this study, the ethanol extract and the etudtate
fraction were assayed to identify the relationshgiween these natural products and the

aminoglycosides using the checkerboard method.

Methods: The checkerboard assay was realized to verify &f rislationship between these
drugs and natural products represent a synergastditive, indifferent or antagonistic effect.
Results:All natural products and antibiotics assayed denmatetd an additive effect, with
FIC index = 0.5.

Interpretations & ConclusionsThese results indicate that the ethanol extractthadethyl
acetate fraction olP. calomelanogan be a source of plant derived products withbastic

modifier activity, affecting positively the antiliio activity of aminoglycosides.

Keywords: Pityrogramma calomelangs checkerboard method; aminoglycosides;

Staphylococcus aureuadditive effect
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Sir,

With the increase of the antibiotic resistance, rgmearch about the antimicrobial activitites of
natural products becomes an interesting alternati@everal plant extracts and phytochemicals
present important antimicrobial properties, showimmggreat significance in the therapeutic
treatments of several diseases as demonstrates/bsasscientific reports.

Pityrogramma calomelana®teridaceae), known in Brazil as “avenca-bramrd’avenca-preta”

is used as ornamental and medicinal plant. Natprabucts isolated from this plant as
flavonoids, terpens, chalcones, phenols, presevdrae biological activities reported in the
literature: adstringent, analgesic, anti-hemorrtagdgepurative, anti-hipertensive, anti-pyretic and
stimulating of blood circulatiotr.

The aminoglycosides are potent antibiotics thaedffthe bacterial ribosome, been the
enhancement of the resistance to these antibiotidgely recognized as a serious health
problemt®. the main mechanisms of resistance to aminoglglessinStaphylococcus aureus
the active efflux and enzymatic inactivatin In this study, we assayed the ethanol extract and
acetyl acetate fraction &f. calomelanoss a resistance modifying agent against a muksias
strain ofS. aureus.

The experiments were performed in the Laboratormirobiology and Molecular Biology
(Department of Biological Chemistry) in the Univgysof the Region of Cariri, Crato, CE,
Brazil. The experiments were performed with clihi& aureusisolate (SA358) presenting
multiresistance to antibiotits The strains were maintained in heart infusionr aggnts (HIA,
Difco, USA), and prior to assay, the cells werevgravernight at 37°C in brain heart infusion
agar (BHI, Difco).

Leaves ofP. calomelanosvere collected in the county of Crato, Ceara Statazil. The plant
material was identified by Dr. Antonio Alamo FeitoSaraiva of University of the Region of
Cariri, Crato, CE, Brazil, and a voucher specimemehbeen deposited with the identification
number 557@t the Herbarium “Dardano de Andrade Lima”, Uniugrsf the Region of Cariri,
Crato, CE, Brazil. The antibiotics used were gemtam amikacin and neomycin, and were
obtained from Sigma Chemical Co., USA. All drugsevdissolved in sterile water.

Leaves of the plant (950 g) were dried and kepbatn temperature. The powdered material was
extracted by maceration using 3 L of 95% ethanolsalvent at room temperature. The
homogenate was allowed to stand for 72 h at roanpéeature. The extract was filtered and
concentrated under vacuum in a rotary evaporate844B — Quimis, Brazil) and ultrathermic
bath (Q-214M2 - Quimis, Brazil) under 60°C and 7@@iHg of temperature and pressure,
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respectivel}?. Each 500 g of aerial parts yielded 26.3 g of mohaxtract. 20 g of ethanol extract
of P. calomelanogEEPC) was fractionated with ethyl acetate, olet@if.25 g of ethyl acetate
fraction of P. calomelano§EAFPC). For the tests, the dry ethanol extract atigl acetate
fraction were dissolved in dimethylsulphoxide (DMSO

Only the SA358 strain was tested by the microdituttheckerboard technigideIn order to
evaluate the activity of combinations of drugschi@nal inhibitory concentration (FIC) index
was calculated as FfG- FIC®, where FIC and FIC represent the minimum concentrations that
inhibited the bacterial growth for drugs A and Bspectively: FI€ = MIC* combinated / MIE
alone and FI€ = MIC® combinated / MI€ alone. Mean FIC index was calculated based on the
following equation: FIC index = FIC+ FIC® and the interpretation made as follows: synemisti
(<0.5), additive (0.5-1.0), indifferent (>1), ortagonistic (>4.0).

Additive effect aminoglycosides was observed witmbination of EEPC and EAFPC and all
aminoglycosides tested. The combinations of EERCERFPC and amikacin, gentamicin and
neomycin showed a FIC index of 0.5 (Table).

This strategy is named as “herbal shotgun” or “sgiséic multi-target effects” and refers to the
use of herbals and drugs in a multitargeted approdae the fact of mono or multi-extract
combinations affecting not only a single targett beveral ones, co-operating in an agonistic-
synergistic way. This approach is not exclusive éatract combinations, but combinations
between single natural products or extracts witenobsynthetics or antibiotics are also
possiblé*?8

P. calomelanoss used in the folk medicine. However, there isdeta in the literature about the
combinatory effect of natural products from thiangl with synthetic drugs. These are the first
results published with the specke calomelanosdemonstrating the additive effect of the
association with aminoglycosides. The additive ctftef these natural products with antibiotics
may represent an interesting approach in the atbiherapy. In conclusiorR. calomelanos
could represent a source of natural products withdifying antibiotic activity, being an
interesting alternative to combat infectious agevite multiresistance to antibiotics.
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FIC A FIC B FIC index (type of
interaction)
Ami 39,06 Ami + EE 19,53 EE 512 EE + Ami 4 0,5 (ane)
Gen 39,06 Gen + EE 19,53 EE 51p EE + Gen 4 0,5t{eeld
Neo 39,06 Neo + EE 19,53 EE 512 EE + Neo A 0,5iijady
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Gen 39,06 Gen + EAF 19,53 EAF 128 EAF + Gen a4 actdligive)
Neo 39,06 Neo + EAF 19,53 EAF 64 EAF + Neo 4 Oclitive)
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Acetate Fraction



167

Carta de submissao

Dear Dr. Coutinho

Indian Journal of Medical Research has your mamis@ntitied “Addtive effects of
Pityrogramma calomelanosL. (Link.) combinated with aminoglycosides against
Staphylococcus auretudor consideration for publication. The referennamber for this
manuscriptslIJIMR_647 _11". Kindly quote this in correspondence related te thanuscript.
We thank you for submitting your valuable work be itndian Journal of Medical Research.
Yours sincerely,

The Editorial Team

Indian journal of Medical Research



168

CONCLUSOES




169

CONCLUSOES

A fitoquimica dePityrogramma calomelanoapresentou inumeros metabdlitos de
interesse farmacoldgico como: alcaldides, saponftea®noides, fendis e terpenos.

O extrato etandlico e fracbes de. calomelanosndo apresentaram acéo
antimicrobiana clinicamente relevante quando testald forma isolada.

Na modulacdo de antifungicos foi verificado que rgseo benzoilmetronidazol
sofreu modulagéo quando associado aos produtosaisatieP. calomelanos.

Na modulacao de antibacterianos foi visto que,rdagainica promoveu os melhores
resultados, pois sofreu modulagédo com todos osupyechaturais de. calomelanosestados.

N&o foi observado efeito modulador dos produtosra# deP. calomelanogrente a
Pseudomonas aeruginofa.

Extrato etanodlico e fracdo acetato de etila coniréim de forma aditiva para a
inibicdo do crescimento d& aureus858 quando associado a farmacos aminoglicosideos.

A fracdo hexanica apresentou citotoxicidade nuleando testado em trés
concentracdes diferentes. Ja o EE, FAE e FM apsam niveis citotdxicos relativamente
altos.

A fracdo hexanica apresentou os melhores resultagmnocidas em termos de
citotoxicidade.

A fracdo hexéanica podera ser utilizada em pesqfigasas para isolamento de seus
constituintes, com o objetivo de serem testadog@dormas epimastigotas decruzi

A atividade leishmanicida do extrato e fracfes noosse clinicamente ineficaz.

O efeito antioxidante foi melhor observado parxtoato etandlico, assemelhando-se
ao acido ascorbico (padréo).

Este foi o primeiro relato cientifico sobre ensamisrobiolégicos e citotdxicos de
Pityrogramma calomelanosnerecendo destaque o0s bons resultados encontpadlasa
fracdo hexanica frente a formas epimastigotab deizi

Este trabalho contribui para um maior conhecimepture a espécieityrogramma

calomelano® consequentemente as pteridofitas.
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