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Resumo

O mercdrio é um metal com elevado potencial tdxico por sua capacidade de bioacumulagdo e biomagnificacéo
na cadeia tréfica. No organismo, o mercirio é altamente reativo, podendo induzir modificages estruturais e
funcionais no organismo. Este trabalho teve como objetivo investigar as possiveis interagdes entre extrato
etandlico e fracbes de LygodiumvenustumSW.combinados ao cloreto de mercirio frente & linhagem
Candidakrusei02. Os polifendis e flavonoides presentes no extrato e fragcbes foram quantificados em mg
equivalentes de acido galico/g de amostra e mg equivalentes de quercetina/g de amostra, respectivamente. O
método de FRAP, in vitro, demonstrou a atividade antioxidante das amostras. Foi avaliada a atividade
antifingica dos produtos naturais, determinando a Concentragdo Inibitéria Minima (CIM) pelo método da
microdiluicdo e ensaios para verificar a possivel acéo citoprotetora através da combinacéo entre as amostras e o
cloreto de mercurio, utilizando o extrato e as fragdes em uma concentragédo sub-inibitoria. Os resultados obtidos
neste trabalho indicam que o extrato etandlico e as fragOes de L. venustum sdo uma fonte alternativa de produtos
naturais com acdo antioxidante, no entanto, nao foi capaz de reverter a citotoxicidade desencadeada pelo cloreto
de mercurio.

Palavras-chave: Lygodiumvenustum, Mercurio, Atividade antioxidante, Citoprotecao.
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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INTRODUCAO

O cloreto de mercurio (HgCl, ), bastante
solivel em solventes organicos e possui grande
lipossolubilidade quando comparado com a forma
inorganica divalente (Hg™®) o que facilita a sua
permeabilidade pelas membranas bioldgicas
(Ishikawa et al., 2007). Apds sua oxidacdo no
organismo o metal oxidado possui grande afinidade
por grupos sulfidrilas de proteinas e, em menor
grau, por grupos fosforilas, carboxilicos, aminas e
amidas, induzindo alteracBes biomoleculares que
resultam nos efeitospor grupos fosforilas,
carboxilicos, aminas e amidas. Nas células, o
mercUrio é um potente desnaturador de proteinas e
inibidor de aminoacidos, interferindo nas funcGes
metabolicas celulares. Ele causa tambem sérios
danos & membrana celular ao interferir em suas
funcBes e no transporte através da membrana,
especialmente nos neurotransmissores cerebrais
(Vassalo et al., 1996; Souza e Barbosa, 2000).

Estudos citogenéticos ja realizados em
pessoas contaminadas por Hg, em niveis
considerados toleraveis pela Organizagdo Mundial
de Salde (OMS), revelaram aumento significativo
de quebras cromatidicas, com a possivel
interferéncia nos mecanismo s de reparo do DNA.
Este efeito pode resultar em  quebras
cromossdmicas e em morte celular, o que
justificaria 0o quadro progressivo de deterioracdo
mental nos  individuos  mais  altamente
contaminados. Os efeitos sobre a salde humana,
relacionados com a  bioacumulacdo, a
transformagdo e o transporte mundial do mercdrio
inorganico, se devem quase exclusivamente a
conversdo dos compostos de mercdrio em
metilmercario (CHs;Hg) (Malm, 1998; Vassaloet
al., 1996).

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

MATERIAIS E METODO
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 manhd em Uma area
de encosta da Chapada do Araripe, com
Aproximadamente 700 m de altitude entre as
Coordenadas Geogréaficas 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
Alamo Feitosa Saraiva e espécimes voucher foram

concentragdes de metais e metaldides na rizosfera
podem ser divididos em dois grupos: as plantas que
utilizam mecanismos de exclusdo, limitando a
absorcdo e / ou de transporte para as partes aéreas, e
para 0 desenvolvimento de mecanismos de
imobilizacdo internos, ou compartimentalizacdo
desintoxica¢do via producdo de compostos que
promovem ligagches estdveis com metais e
metaldides (Dias et al.2010).

Pteridéfitos constituem um grupo de
vegetais com uma grande riqueza de espécies e este
fato tem contribuido para que o homem se utilize,
de variadas maneiras, de seus potenciais quer sejam
econdmicos, alimenticios ou medicinais (Morais-
Braga et al., 20122 LIVRO).

No grupo das plantas vasculares, a
samambaia lianescenteLygodiumvenustum, tém sido
tradicionalmente utilizada como um fitoterapico.
Algumas  atividades  farmacologicas  foram
realizadas, atividade antibacteriana (Alanis et al.,
2005, Morais-Braga et al., 2012b) e ainda
antifungica, moduladora da acdo 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) ja foi
investigado.Atividadesantidiarréica  (Velazquezet
al., 2006), antiperistaltica (Calzadaet al., 2010),
tricomonicida (Calzadaet al. 2007), leishmanicida,
tripanocida (Morais-Braga et al., 2013). Suas partes
aereas sdo utilizadas sob a forma de cha ou tdpica,
no tratamento de infeccBes e dermatoses (Duke,
2008).

O objetivo deste trabalho foi avaliar o
potencial citoprotetor a partir das dosagens de
fendis totais e flavondides além de avaliar a
atividade antioxidante de Lygodiumvenustum SW
(extrato etandlico e fragfes) quanto a seu potencial
antitoxico ao cloreto de mercirio frente a
Candidakrusei 02.

depositados no Herbario CaririenseDadano de
Andrade- Lima, da Universidade Regional do Cariri
- URCA, sob 0 nimero 5569.

A preparacdo de extrato de etanol (EELV)
e das fracbes diclorometano, acetato de etila e
metanolica (DFLV, EAFLV e MFLV) de L.
venustumforam recolhidas 211,18g folhas, secou-se
e guardou a temperatura ambiente. Este material foi
pulverizado e extraiu-se por maceracdo com 1L de
etanol a 95% do solvente & temperatura ambiente.
A mistura foi deixada em repouso durante 72 horas
a temperatura ambiente. O extrato foi filtrado e
concentrado sob vacuo num evaporador rotativo a
60 ° C e 760 mm/Hg de pressdo 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 fracOes utilizadas nos ensaios (diclorometano,
acetato de etilo e metanol para produzir 0,39 g, 0,52
g e 3,09, respectivamente). O extrato e as fracBes
foram diluidos para 10 mg/mL de DMSO, antes dos
ensaios.

Ensaio FRAP

Um método modificado de deformacéo
(Smith et al., 1992), foi aprovado para o ensaio de
FRAP. As solucdes de estoque de 300 mM de
tampao incluidos acetato, pH 3,6, 10 mM TPTZ (2,
4, 6-tripyridyl-S-triazina) em solucdo mMHCI 40 e
20 mMFeCl;.6H,0. A solucdo de trabalho de foi
preparado misturando 25 mL de tampéo acetato, e
25 mL TPTZ 25 mL de FeCl;.6H,O0. A
temperatura da solu¢do foi elevada para 37 °C antes
de usar. As amostras (0,15 mL) foram feitos reagir
com 2,85 mL de solucdo de FRAP durante 30 min
na condigdo de escuro. Leituras do produto colorido
(tripyridyltriazine  complexo  ferroso)  foram
tomadas a 593 nm. A curva padréo era linear entre
200 e 1000 puM de FeSO,. Os resultados estdo
expressos em mg de sulfato ferroso equivalentes / g
de Amostra. Os resultadosestdo expressos em pM
(Fe (I1) / g de Matéria Seca e em comparagdo com
um &cido ascorbico (Kumaret al., 2013).

Estimativa de fendis totais

A quantidade de fendis totais; realizada em
triplicata, foi determinada adicionando-se 200mL
de cada amostra (800 a 100 mg/mL de Agua) a 1
mL de reagente de Folin-Ciocalteau (10% v / v)
sendo agitada por 1 minuto. Em seguida,
acrescentou-se 800mL de carbonato de sodio 7,5%,
sendo uma amostra homogeneizada por 30s. ApGs
uma hora foi medida a absorbancia em
espectrofotdmetro com comprimento de onda de
765nm. O branco foi determinado com todos os
reagentes, porem o extrato foi substituido por dgua
destilada. Uma média das trés leituras foi usada
para determinar os fendis totais; expressos como
mg equivalentes de &cido gdlico/g de extrato,
interpolando este valor na curva de calibracdo
construida com os padrdes de acido galico.A curva
de calibracdo de &cido gélico foi determinada
utilizando diferentes concentracbes (300 a 5
mg/mL).

Estimativa de flavondides totais

Foram preparadas solucBesdo extrato e
fracBes (800 a 100 mg/mL) e utilizado 1 mL destas,
adicionando-se 1 mL cloreto de Aluminio (AICIy)
com contracdo de 2% peso/volume. No tubo foi
determinado como branco, o volume adicionado o
de cloreto de Aluminio foi substituido por agua
destilada. Ap6s 30 minutos de incubagdo uma
temperatura ambiente, a absorbéncia foi medida
nenhum filtro de 415nm. O teste foi feito em
triplicata, resultando na utilizagdo da média
determinagdo da quantidade de flavondides totais e
expresso em mg de quercetina equivalentes/g de
extrato.A curva de calibracdo da quercetina foi
determinada utilizando diferentes concentragdes
(200 a 0,78 mg/mL) diluida 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
agua esterilizada antes da utilizacéo.

Meios de Cultura

Eramutilizados os seguintes Meios de
cultura: Heart Infusion Agar - HIA (.
DifcoLaboratoriesLtda), Caldo Brain Heart
Infusion - BHI (Acumedia Fabricantes Inc.), M9
TRIS.

Antiflngica de materiais

A linhagem flngica utilizada foi
Candidakrusei (CK LMBM 02), foi mantida em
(HIA, DifcoLaboratories Ltda.). Antes do ensaio, as
estirpes foram cultivadas durante 18 ha 37 ° C em
caldo(BHI, DifcoLaboratories Ltda.).

A atividade antifungica e modulacéo de cloreto
de mercurio atividade toxica

A concentracdo fungicida minima (MFC)
foi determinada num ensaio de microdiluicdo
(NCCLS, 2003; CLSI, 2002) utilizando um inoculo
de 100 pL de cada linhagem, suspensas em BHI até
uma concentraco final de 10° UFC/mL em placas
de microtitulagdo de 96 pocos, utilizando-se
diluicbes em série dupla. Cada poco recebeu 100uL
de cada solucdo de extrato. As concentracdes finais
dos extratos variaram 512-8 pg/mL. CFMs foram
registadas como as concentracBes mais baixas
necessarias para inibir o crescimento.
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A concentragdo fungicida minima (MFC)
para o cloreto de mercurio foi determinada em meio
M9 Tris pelo ensaio de microdilui¢cdo utilizando
suspensdes de 10° UFC/mL, de acordo com a escala
de McFarland e uma gama de concentracBes de
droga 500-0,24 pumolar (NCCLS, 2003). CFM foi
definida como a menor concentracdo em que foi
observado nenhum crescimento. Para a avalia¢do
dos extratos como moduladores de resisténcia ao
metal, aCIM do metalfoi determinada na presenca
ou na auséncia do extrato (EELV) e as fracdes
(DFLV, EAFLV, MFLV) em concentracdes sub-
inibitorias (128pg/mL) e as placas foram incubadas
durante 24 h a 37 ° C. Lendo replantacdo foi
realizada utilizando placas de microdiluicdo 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
determinacdo CFM foi realizada em triplicado.

Andlise Estatistica
A andlise estatistica foi realizada através do

software GraphPad®Software, San-Diego,
Califérnia, EUA. Todos os ensaios quimicos foram

realizados em triplicata e os dados foram expressos
em média = desvio padrdo. Uma analise de
variancia (ANOVA) para comparagdo de médias, e
interdiferencas significativas foi calculada de
acordo com o teste de Tukey. O valor médio para a
diluicio minima ativa, no teste de atividade
antimicrobiana, foi calculado a partir dos
triplicados. Parcelas de regressdo linear foram
geradas e correlagbes entre as atividades
antioxidantes FRAP, de fendis totais e flavondides
foram computados como coeficiente de correlagdo
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 DISCUSSOES

O contetdo fendlico total e de flavondides
do extrato etandlico de L. venustume de suas
fracGes estdo representadas na Tabela 1. Sendo a
concentragdo mais representativa a EAFLV para
ambos 0s compostos que sdo metabolitos
secundarios de origem vegetais reconhecidos pelo
seu potencial antioxidante (Kumaret al., 2013).

Tabela 1 - O teor de fenois totais e flavondides do extrato e fra¢fes de Lygodiumvenustum.

Conteldo de fendis totais
(mg equivalentes de &cido gélico/ g

Contetdo de flavondides
(mg equivalentes de quercetina/ g de

N Amostras de amostra) (+ SEM) 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 Etanélico de Lygodiumvenustum;DFLV — Fragdo Diclorometano de Lygodiumvenustum;AEFLYV — Fracdo de
Acetato de Etila de Lygodiumvenustum; MFLV —FracdoMetandlicade Lygodiumvenustum;* Todos os valores sdo expressos

como média + SEM de trés determinagoes.

Em andlise fitoquimica realizada em
estudos anteriores foi constatado que L.
venustumapresenta em sua composicdo
constituintes quimicos da classe dos flavonodides,
taninos e alcaléides, entre outros (Morais-Braga et
al., 2012b). A realizacdo de um screeningpor
compostos fendlicos e flavondides (Morais-Braga
et al., 2012a) revelou a presenca de &cidos fendlicos
como os acidos galico (0,17%), clorogénico
(0,51%) e cafeico (0,29%) e dos flavondides rutina
(0,32%) e quercetina (0,60%) e dessa forma,
evidenciou-se que os constituintes majoritarios da
samambaia sdo, portanto, a quercetina e o 4cido
clorogénico.

A capacidade de redugcdo de um
composto pode servir como um indicador
significativo da sua potencial atividade antioxidante
(Kumaret al., 2013). A Tabela 2 descreve o0s
valores do FRAP para 0 extrato
etanélicoLygodiumvenustum e suas respectivas
fracGes demonstrando a capacidade redutora em mg
por g de FeSO,. Estes dados corroboram com
resultados  prévios (Morais-Braga et al,
2012d)demonstraram que extrato e fracGes de
Lygodiumvenustum  possuem um significativo
potencial antioxidante.
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Tabela 2 - FRAP ensaio do extrato etanélico e fragdes de Lygodiumvenustum.

Atividade redutora (mg

equivalentes de FeSO,/g de

N° Amostras
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 sdo expressos como média + SEM de trés determinagdes

Resultados obtidos neste estudo para a
atividade antioxidante, demonstram que a EAFLV
apresentou o melhor resultado, apresentando uma
equivaléncia de 68.43mg de FeSO, por grama de
extrato, destacando-se na capacidade de reduzir
Fe*® a Fe *, fato este que pode ser justificado pela
retencdo de compostos fendlicos e flavondides pela
fracdo de acetato de etila que podem contribuir
diretamente para a atividade antioxidante (Morais-
Braga et al., 2012a). Estes resultados se contrapem
aos obtidos por Morais-Braga et al., (2012a), que
indicou uma melhor atividade antioxidante do
extrato etandlico pelo método fotocolorimétrico do
2,2-difenil,1- picrihidrazila (DPPH), divergénciade
resultado que pode estar relacionado com a
diferenca da técnica empregada.

As Concentragbes Fungicidas Minimas
(CFM) das amostras, testadas frente a
linhagemCandidakrusei02comparativamente
apresentaram o mesmo resultado revelando CFM
>1024ug/mL, ndo demonstrando atividade clinica
relevante de acordo com os limites estabelecidos
pelo protocolo (Houghtonet al., 2007). Um ensaio
piloto utilizando apenas 0 DMSO foi realizado, mas
nenhuma atividade antibacteriana ou moduladora
foi verificada, indicando ndo apresentar toxicidade
para as cepas ensaiadas. Resultados estes que
corroboram com os de Morais- Bragaet al., (2012c)
que avaliou ainda a atividade moduladora frente a
fungos do género céandida demonstrando que
nenhuma alteragdo do CFM foi verificada quando
as fragbes foram associadas aos antiflngicos.

Em outros estudos a atividade
antibacteriana dos extratos metanélico e aquoso de
L. venustumforam ensaiados frente a linhagens de
E. coli (Alanis et al., 2005), porém os extratos ndo
foram considerados eficientes inibidores do
crescimento bacteriano, uma vez que apresentaram
percentuais de inibicdo abaixo de 50%, além disso,
a atividade do extrato foi apresentada diante de uma
concentragdo considerada muito elevada para
aplicacéo clinica (Houghtonet al., 2007).

Segundo Morais- Braga et al., (2012c)
seus  resultados indicaram  diferenca  de
susceptibilidade entre as bactérias Gram-positiva S.
aureus e Gram-negativa E. coli, em relacdo as
fracOes testadas. Podendo ser em decorréncia a
membrana externa das bactérias Gram-negativasque
apresentam uma barreira resistente a penetracdo de
varios agentes microbianos e estas possuem
também um espago periplasmatico com enzimas
capazes de inativar alguns antibioticos (Vermelho
et al., 2007), podendo esta ser a explicacdo pela
diferenca na vulnerabilidade dos microrganismos.

A figura 1 representa os resultados da
avaliagcdo da atividade moduladora da toxidade do
cloreto de mercirio quanto a combinagdo com o
EELV e suas respectivas fracbes. Os resultados
demonstraram que as combinagdes das amostras
com o cloreto de merclrio, ndo demonstraram
atividade citoprotetora com significancia de p>0.05.
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Figura 1 - Gréafico demonstrativo da atividade moduladora da toxidade do cloreto de mercurio frente a C. krusei
02 na presenca e na auséncia do extrato etandlico de Lygodiumvenustum e suas fragoes.
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CONCLUSAO

Os resultados obtidos neste trabalho
indicam que o extrato etandlico e as fracdes de
Lygodiumvenustum sdo uma fonte alternativa de
produtos naturais com atividade antioxidante, uma
vez que possuem metabolitos secundarios como os
fendis totais e flavondides que possui reconhecida
atividade antioxidante. No entanto os produtos
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