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Resumo 

O mercúrio é um metal com elevado potencial tóxico por sua capacidade de bioacumulação e biomagnificação 

na cadeia trófica. No organismo, o mercúrio é altamente reativo, podendo induzir modificações estruturais e 

funcionais no organismo. Este trabalho teve como objetivo investigar as possíveis interações entre extrato 

etanólico e frações de LygodiumvenustumSW.combinados ao cloreto de mercúrio frente à linhagem 

Candidakrusei02. Os polifenóis e flavonoides presentes no extrato e frações foram quantificados em mg 

equivalentes de ácido gálico/g de amostra e mg equivalentes de quercetina/g de amostra, respectivamente. O 

método de FRAP, in vitro, demonstrou a atividade antioxidante das amostras. Foi avaliada a atividade 

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

microdiluição e ensaios para verificar a possível ação citoprotetora através da combinação entre as amostras e o 

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

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

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

de mercúrio. 

 

Palavras-chave: Lygodiumvenustum, Mercúrio, Atividade antioxidante, Citoproteção. 

 

Abstract 

 

Mercury is a metal with high toxic potential for its bioaccumulation potential and biomagnification in the food 

chain. In the body, the mercury is highly reactive and may induce structural and functional changes in the 

organism. This study aimed to investigate the possible interactions between ethanol extract and 

Lygodiumvenustum SW fractions. combined to the front of mercury chloride at 02. The strain Candida krusei 

flavonoids and polyphenols present in the extract and fractions were quantified in equivalent mg gallic acid / g of 

sample mg, and quercetin equivalents / g sample, respectively. The FRAP method of in vitro antioxidant activity 

demonstrated from the samples. The antifungal activity of natural products was evaluated by determining the 

minimum inhibitory concentration (MIC) by microdilution method and tests to check the possible cytoprotective 
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action through a combination of samples and the mercury chloride, using the extract and the fractions in a sub-

inhibitoryconcentration. The results of this study indicate that the ethanol extract and the fractions of L. 

venustumare an alternative source of natural products with antioxidant action, however, was not able to reverse 

the cytotoxicity triggered by mercuric chloride. 

 
 

Keywords: Lygodiumvenustum, Mercury, antioxidant activity, Cytoprotection. 
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INTRODUÇÃO 

 

O cloreto de mercúrio (HgCl2 ), bastante 

solúvel em solventes orgânicos e possui grande 

lipossolubilidade quando comparado com a forma 

inorgânica divalente (Hg+2) o que facilita a sua 

permeabilidade pelas membranas biológicas 

(Ishikawa et al., 2007). Após sua oxidação no 

organismo o metal oxidado possui grande afinidade 

por grupos sulfidrilas de proteínas e, em menor 

grau, por grupos fosforilas, carboxilicos, aminas e 

amidas, induzindo alterações biomoleculares que 

resultam nos efeitospor grupos fosforilas, 

carboxilicos, aminas e amidas. Nas células, o 

mercúrio é um potente desnaturador de proteínas e 

inibidor de aminoácidos, interferindo nas funções 

metabólicas celulares. Ele causa também sérios 

danos à membrana celular ao interferir em suas 

funções e no transporte através da membrana, 

especialmente nos neurotransmissores cerebrais 

(Vassalo et al., 1996; Souza e Barbosa, 2000). 

Estudos citogenéticos já realizados em 

pessoas contaminadas por Hg, em níveis 

considerados toleráveis pela Organização Mundial 

de Saúde (OMS), revelaram aumento significativo 

de quebras cromatídicas, com a possível 

interferência nos mecanismo s de reparo do DNA. 

Este efeito pode resultar em quebras 

cromossômicas e em morte celular, o que 

justificaria o quadro progressivo de deterioração 

mental nos indivíduos mais altamente 

contaminados. Os efeitos sobre a saúde humana, 

relacionados com a bioacumulação, a 

transformação e o transporte mundial do mercúrio 

inorgânico, se devem quase exclusivamente à 

conversão dos compostos de mercúrio em 

metilmercúrio (CH3Hg) (Malm, 1998; Vassaloet 

al., 1996). 

Neste contexto existem espécimes de 

plantas que possuem estratégias para gerir as altas 

concentrações de metais e metalóides na rizosfera 

podem ser divididos em dois grupos: as plantas que 

utilizam mecanismos de exclusão, limitando a 

absorção e / ou de transporte para as partes aéreas, e 

para o desenvolvimento de mecanismos de 

imobilização internos, ou compartimentalização 

desintoxicação via produção de compostos que 

promovem ligações estáveis com metais e 

metalóides (Dias et al.2010). 

Pteridófitos constituem um grupo de 

vegetais com uma grande riqueza de espécies e este 

fato tem contribuído para que o homem se utilize, 

de variadas maneiras, de seus potenciais quer sejam 

econômicos, alimentícios ou medicinais (Morais-

Braga et al., 2012ª LIVRO). 

No grupo das plantas vasculares, a 

samambaia lianescenteLygodiumvenustum, têm sido 

tradicionalmente utilizada como um fitoterápico. 

Algumas atividades farmacológicas foram 

realizadas, atividade antibacteriana (Alanis et al., 

2005, Morais-Braga et al., 2012b) e ainda 

antifúngica, moduladora da ação de drogas 

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

antioxidante (Morais-Braga et al., 2012a). Seu 

efeito no tratamento de desordens gastrointestinais 

(Calzadaet al., 2010) já foi 

investigado.Atividadesantidiarréica (Velázquezet 

al., 2006), antiperistáltica (Calzadaet al., 2010), 

tricomonicida (Calzadaet al. 2007), leishmanicida, 

tripanocida (Morais-Braga et al., 2013). Suas partes 

aéreas são utilizadas sob a forma de chá ou tópica, 

no tratamento de infecções e dermatoses (Duke, 

2008). 

O objetivo deste trabalho foi avaliar o 

potencial citoprotetor a partir das dosagens de 

fenóis totais e flavonóides além de avaliar a 

atividade antioxidante de Lygodiumvenustum SW 

(extrato etanólico e frações) quanto a seu potencial 

antitóxico ao cloreto de mercúrio frente à 

Candidakrusei 02. 

 

MATERIAIS E MÉTODO 

 

Material vegetal 

 

Folhas de L. venustum foram coletadas na 

cidade de Crato, Ceara', Brasil, em maio de 2010 

entreas 09:30 e 10:30 horas da manhã em Uma área 

de encosta da Chapada do Araripe, com 

Aproximadamente 700 m de altitude entre as 

Coordenadas Geográficas como 24M 0451385 

UTM 9195214; 24M 0451927 UTM 9195554; 24M 

0452231 UTM 9194998 e 0452240 UTM 24M 

9194784. A planta foi identificada pelo Dr. Antonio 

Álamo Feitosa Saraiva e espécimes voucher foram 

depositados no Herbário CaririenseDádano de 

Andrade- Lima, da Universidade Regional do Cariri 

- URCA, sob o número 5569. 

A preparação de extrato de etanol (EELV) 

e das frações diclorometano, acetato de etila e 

metanólica (DFLV, EAFLV e MFLV) de L. 

venustumforam recolhidas 211,18g folhas, secou-se 

e guardou à temperatura ambiente. Este material foi 

pulverizado e extraiu-se por maceração com 1L de 

etanol a 95% do solvente à temperatura ambiente. 

A mistura foi deixada em repouso durante 72 horas 

à temperatura ambiente. O extrato foi filtrado e 

concentrado sob vácuo num evaporador rotativo a 

60 ° C e 760 mm/Hg de pressão e temperatura, 
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respectivamente (Brasileiro et al., 2006), obtendo-

se 12,42 g de extrato de etanol. O fraccionamento 

foi realizado usando o extrato de etanol, resultando 

em frações utilizadas nos ensaios (diclorometano, 

acetato de etilo e metanol para produzir 0,39 g, 0,52 

g e 3,0g, respectivamente). O extrato e as frações 

foram diluídos para 10 mg/mL de DMSO, antes dos 

ensaios. 

 

Ensaio FRAP 

 

Um método modificado de deformação 

(Smith et al., 1992), foi aprovado para o ensaio de 

FRAP. As soluções de estoque de 300 mM de 

tampão incluídos acetato, pH 3,6, 10 mM TPTZ (2, 

4, 6-tripyridyl-S-triazina) em solução mMHCl 40 e 

20 mMFeCl3.6H2O. A solução de trabalho de foi 

preparado misturando 25 mL de tampão acetato, e 

2,5 mL TPTZ 2,5 mL de FeCl3.6H2O. A 

temperatura da solução foi elevada para 37 °C antes 

de usar. As amostras (0,15 mL) foram feitos reagir 

com 2,85 mL de solução de FRAP durante 30 min 

na condição de escuro. Leituras do produto colorido 

(tripyridyltriazine complexo ferroso) foram 

tomadas a 593 nm. A curva padrão era linear entre 

200 e 1000 µM de FeSO4. Os resultados estão 

expressos em mg de sulfato ferroso equivalentes / g 

de Amostra. Os resultadosestão expressos em µM 

(Fe (II) / g de Matéria Seca e em comparação com 

um ácido ascórbico (Kumaret al., 2013). 

 

Estimativa de fenóis totais 

 

A quantidade de fenóis totais; realizada em 

triplicata, foi determinada adicionando-se 200mL 

de cada amostra (800 a 100 mg/mL de Água) a 1 

mL de reagente de Folin-Ciocalteau (10% v / v) 

sendo agitada por 1 minuto. Em seguida, 

acrescentou-se 800mL de carbonato de sódio 7,5%, 

sendo uma amostra homogeneizada por 30s. Após 

uma hora foi medida a absorbância em 

espectrofotômetro com comprimento de onda de 

765nm. O branco foi determinado com todos os 

reagentes, porem o extrato foi substituído por água 

destilada. Uma média das três leituras foi usada 

para determinar os fenóis totais; expressos como 

mg equivalentes de ácido gálico/g de extrato, 

interpolando este valor na curva de calibração 

construída com os padrões de ácido gálico.A curva 

de calibração de ácido gálico foi determinada 

utilizando diferentes concentrações (300 a 5 

mg/mL). 

 

Estimativa de flavonóides totais 

 

Foram preparadas soluçõesdo extrato e 

frações (800 a 100 mg/mL) e utilizado 1 mL destas, 

adicionando-se 1 mL cloreto de Alumínio (AlCl3) 

com contração de 2% peso/volume. No tubo foi 

determinado como branco, o volume adicionado o 

de cloreto de Alumínio foi substituído por agua 

destilada. Após 30 minutos de incubação uma 

temperatura ambiente, a absorbância foi medida 

nenhum filtro de 415nm. O teste foi feito em 

triplicata, resultando na utilização da média 

determinação da quantidade de flavonóides totais e 

expresso em mg de quercetina equivalentes/g de 

extrato.A curva de calibração da quercetina foi 

determinada utilizando diferentes concentrações 

(200 a 0,78 mg/mL) diluída em etanol 80%. 

 

Drogas 

 

A gentamicina, a amicacina, a neomicina 

foram obtidos da Sigma ChemicalCorp., St. Louis, 

MO, EUA. Todas as drogas foram dissolvidas em 

água esterilizada antes da utilização. 

 

Meios de Cultura 

 

 Eramutilizados os seguintes Meios de 

cultura: Heart Infusion Agar - HIA (. 

DifcoLaboratoriesLtda), Caldo Brain Heart 

Infusion - BHI (Acumedia Fabricantes Inc.), M9 

TRIS. 

 

 

Antifúngica de materiais 

 

A linhagem fúngica utilizada foi 

Candidakrusei (CK LMBM 02), foi mantida em 

(HIA, DifcoLaboratories Ltda.). Antes do ensaio, as 

estirpes foram cultivadas durante 18 h a 37 ° C em 

caldo(BHI, DifcoLaboratories Ltda.). 

 

A atividade antifúngica e modulação de cloreto 

de mercúrio atividade tóxica 

 

A concentração fungicida mínima (MFC) 

foi determinada num ensaio de microdiluição 

(NCCLS, 2003; CLSI, 2002) utilizando um inoculo 

de 100 µL de cada linhagem, suspensas em BHI até 

uma concentração final de 105 UFC/mL em placas 

de microtitulação de 96 poços, utilizando-se 

diluições em série dupla. Cada poço recebeu 100µL 

de cada solução de extrato. As concentrações finais 

dos extratos variaram 512-8 µg/mL. CFMs foram 

registadas como as concentrações mais baixas 

necessárias para inibir o crescimento. 
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A concentração fungicida mínima (MFC) 

para o cloreto de mercúrio foi determinada em meio 

M9 Tris pelo ensaio de microdiluição utilizando 

suspensões de 105 UFC/mL, de acordo com a escala 

de McFarland e uma gama de concentrações de 

droga 500-0,24 µmolar (NCCLS, 2003). CFM foi 

definida como a menor concentração em que foi 

observado nenhum crescimento. Para a avaliação 

dos extratos como moduladores de resistência ao 

metal, aCIM do metalfoi determinada na presença 

ou na ausência do extrato (EELV) e as frações 

(DFLV, EAFLV, MFLV) em concentrações sub-

inibitórias (128μg/mL) e as placas foram incubadas 

durante 24 h a 37 ° C. Lendo replantação foi 

realizada utilizando placas de microdiluição para 

estas placas de petri com HIA, que foram incubadas 

durante 24 h a 37 ° C e em seguida observados 

resultados CFM. Cada ensaio antibacteriano para 

determinação CFM foi realizada em triplicado. 

 

Análise Estatística 

 

A análise estatística foi realizada através do 

software GraphPad®Software, San-Diego, 

Califórnia, EUA. Todos os ensaios químicos foram 

realizados em triplicata e os dados foram expressos 

em média ± desvio padrão. Uma análise de 

variância (ANOVA) para comparação de médias, e 

interdiferenças significativas foi calculada de 

acordo com o teste de Tukey. O valor médio para a 

diluição mínima ativa, no teste de atividade 

antimicrobiana, foi calculado a partir dos 

triplicados. Parcelas de regressão linear foram 

geradas e correlações entre as atividades 

antioxidantes FRAP, de fenóis totais e flavonóides 

foram computados como coeficiente de correlação 

de Pearson (r) utilizado durante este trabalho para 

avaliar e correlacionar os resultados entre eles. 

Foram considerados estatisticamente significativos 

quando apresentado p> 0,05. 

 

RESULTADOS E DISCUSSÕES 

 

O conteúdo fenólico total e de flavonóides 

do extrato etanólico de L. venustume de suas 

frações estão representadas na Tabela 1.  Sendo a 

concentração mais representativa a EAFLV para 

ambos os compostos que são metabolitos 

secundários de origem vegetais reconhecidos pelo 

seu potencial antioxidante (Kumaret al., 2013). 
 

Tabela 1 - O teor de fenóis totais e flavonóides do extrato e frações de Lygodiumvenustum. 

 

N° 

 

Amostras 

Conteúdo de fenóis totais 

(mg equivalentes de ácido gálico/ g 

de amostra) (± SEM) 

Conteúdo de flavonóides 

(mg equivalentes de quercetina/ g de 

amostra) (± SEM) 

1.  EELV 37.10 ± 0.08 16.29 ± 0.02 

2.  DFLV 17.77 ± 0.07 10.80 ± 0.09 

3.  EAFLV 68.43 ± 0.04 40.20 ± 0.04 

4.  MFLV 51.97 ±0.05 10.25± 0.07 

EELV – Extrato Etanólico de Lygodiumvenustum;DFLV – Fração Diclorometano de Lygodiumvenustum;AEFLV – Fração de 

Acetato de Etila de Lygodiumvenustum; MFLV –FraçãoMetanólicade Lygodiumvenustum;* Todos os valores são expressos 

como média ± SEM de três determinações. 
 

Em análise fitoquímica realizada em 

estudos anteriores foi constatado que L. 

venustumapresenta em sua composição 

constituintes químicos da classe dos flavonóides, 

taninos e alcalóides, entre outros (Morais-Braga et 

al., 2012b). A realização de um screeningpor 

compostos fenólicos e flavonóides (Morais-Braga 

et al., 2012a) revelou a presença de ácidos fenólicos 

como os ácidos gálico (0,17%), clorogênico 

(0,51%) e cafeico (0,29%) e dos flavonóides rutina 

(0,32%) e quercetina (0,60%) e dessa forma, 

evidenciou-se que os constituintes majoritários da 

samambaia são, portanto, a quercetina e o ácido 

clorogênico.  

A capacidade de redução de um 

composto pode servir como um indicador 

significativo da sua potencial atividade antioxidante 

(Kumaret al., 2013). A Tabela 2 descreve os 

valores do FRAP para o extrato 

etanólicoLygodiumvenustum e suas respectivas 

frações demonstrando a capacidade redutora em mg 

por g de FeSO4. Estes dados corroboram com 

resultados prévios (Morais-Braga et al., 

2012d)demonstraram que extrato e frações de 

Lygodiumvenustum possuem um significativo 

potencial antioxidante. 
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Tabela 2 - FRAP ensaio do extrato etanólico e frações de Lygodiumvenustum. 

 

N° 

 

Amostras 

Atividade redutora (mg 

equivalentes de FeSO4/g de 

amostras) (± SEM) 

1.  EELV 1,13± 0.04 

2.  DFLV 0,66± 0.02 

3.  EAFLV 1,59± 0.03 

4.  MFLV 1,52 ± 0.02 

* Todos os valores são expressos como média ± SEM de três determinações 

 

Resultados obtidos neste estudo para a 

atividade antioxidante, demonstram que a EAFLV 

apresentou o melhor resultado, apresentando uma 

equivalência de 68.43mg de FeSO4 por grama de 

extrato, destacando-se na capacidade de reduzir 

Fe+3 a Fe +2, fato este que pode ser justificado pela 

retenção de compostos fenólicos e flavonóides pela 

fração de acetato de etila que podem contribuir 

diretamente para a atividade antioxidante (Morais-

Braga et al., 2012a). Estes resultados se contrapõem 

aos obtidos por Morais-Braga et al., (2012a), que 

indicou uma melhor atividade antioxidante do 

extrato etanólico pelo método fotocolorimétrico do 

2,2-difenil,1- picrihidrazila (DPPH), divergênciade 

resultado que pode estar relacionado com a 

diferença da técnica empregada.  

 As Concentrações Fungicidas Mínimas 

(CFM) das amostras, testadas frente à 

linhagemCandidakrusei02comparativamente 

apresentaram o mesmo resultado revelando CFM 

≥1024µg/mL, não demonstrando atividade clínica 

relevante de acordo com os limites estabelecidos 

pelo protocolo (Houghtonet al., 2007). Um ensaio 

piloto utilizando apenas o DMSO foi realizado, mas 

nenhuma atividade antibacteriana ou moduladora 

foi verificada, indicando não apresentar toxicidade 

para as cepas ensaiadas. Resultados estes que 

corroboram com os de Morais- Bragaet al., (2012c) 

que avaliou ainda a atividade moduladora frente a 

fungos do gênero cândida demonstrando que 

nenhuma alteração do CFM foi verificada quando 

as frações foram associadas aos antifúngicos. 

 Em outros estudos a atividade 

antibacteriana dos extratos metanólico e aquoso de 

L. venustumforam ensaiados frente a linhagens de 

E. coli (Alanis et al., 2005), porém os extratos não 

foram considerados eficientes inibidores do 

crescimento bacteriano, uma vez que apresentaram 

percentuais de inibição abaixo de 50%, além disso, 

a atividade do extrato foi apresentada diante de uma 

concentração considerada muito elevada para 

aplicação clínica (Houghtonet al., 2007). 

 Segundo Morais- Braga et al., (2012c) 

seus resultados indicaram diferença de 

susceptibilidade entre as bactérias Gram-positiva S. 

aureus e Gram-negativa E. coli, em relação às 

frações testadas. Podendo ser em decorrência a 

membrana externa das bactérias Gram-negativasque 

apresentam uma barreira resistente à penetração de 

vários agentes microbianos e estas possuem 

também um espaço periplasmático com enzimas 

capazes de inativar alguns antibióticos (Vermelho 

et al., 2007), podendo esta ser a explicação pela 

diferença na vulnerabilidade dos microrganismos. 

 A figura 1 representa os resultados da 

avaliação da atividade moduladora da toxidade do 

cloreto de mercúrio quanto à combinação com o 

EELV e suas respectivas frações. Os resultados 

demonstraram que as combinações das amostras 

com o cloreto de mercúrio, não demonstraram 

atividade citoprotetora com significância de p>0.05. 
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Figura 1 - Gráfico demonstrativo da atividade moduladora da toxidade do cloreto de mercúrio frente à C. krusei 

02 na presença e na ausência do extrato etanólico de Lygodiumvenustum e suas frações. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

CONCLUSÃO 

 

 Os resultados obtidos neste trabalho 

indicam que o extrato etanólico e as frações de 

Lygodiumvenustum são uma fonte alternativa de 

produtos naturais com atividade antioxidante, uma 

vez que possuem metabolitos secundários como os 

fenóis totais e flavonóides que possui reconhecida 

atividade antioxidante. No entanto os produtos 

naturais não foram capazes de reverter à toxicidade 

causada pelo cloreto de mercúrio frente a linhagens 

de C. krusei 02.  
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