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RESUMO

Propriedades farmacoldgicas de plantas séo reconhecidas, empiricamente, ha
séculos. Neste aspecto, o interesse por vegetais deve-se, sobretudo, a aptiddo destes em
produzir compostos biologicamente ativos. As samambaias, apreciadas pelo uso
ornamental, sédo utilizadas para a cura de doencas. Além da atividade antimicrobiana, varias
outras, tais como antioxidante, antinociceptiva, antitumoral, anti-inflamatoria, citotéxica sao
relatadas como propriedades bioldgicas destes vegetais. Com a ascensdo das doencas
cronicas nao transmissiveis, especialmente das doencas do aparelho circulatério e das
neoplasias, e a persisténcia das doencas infecciosas e parasitarias, marcadas pela
resisténcia microbiana a antibioticos, a busca por novos farmacos com agéo antimicrobiana
e citotoxica torna-se imprescindivel. Diante deste contexto, este estudo objetivou avaliar a
atividade antimicrobiana e citotdéxica dos extratos de Asplenium serratum L. e Marsilea
minuta L., samambaias ocorrentes no Brasil, e descritas na terapéutica popular. Os extratos
metandlico de A. serratum e etandlico de M. minuta foram obtidos, respectivamente, por
esgotamento a frio e maceracdo. A analise fitoquimica foi feita por Cromatografia Liquida de
Alta Eficiéncia (CLAE) para os padrbes quercetina e cafeina. Na atividade antimicrobiana
foram utilizadas bactérias padrdo, Escherichia coli, Shigela flexneri, Salmonella typhimurium,
Staphylococcus aureus MSSA, e a Concentragdo Inibitéria Minima (CIM) foi determinada
pelo método de microdiluicdo, com concentragbes variando de 5mg/mL a 0,005mg/mL. O
sinergismo, testado contra E. coli e S. aureus MSSA, foi realizado pelo método
checkerboard. A citotoxicidade foi verificada através do método MTT (brometo de 3-(4,5-
dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazélio), frente a células tumorais humanas NCI-H29, HEp-2,
MCF-7 e HL-60. A guercetina e cafeina foram sugeridas como constituintes de M. minuta.
Os extratos apresentaram CIM de 5,0 mg/mL frente a S. aureus MSSA e S. typhimurium, e
de 2,5 mg/mL contra E. coli e S. flexneri. Em sinergismo, perante S. aureus MSSA,
apresentaram atividade bactericida em concentragdes = 2,56 mg/mL (A. serratum) e = 0,33
mg/mL (M. minuta). No caso de E. coli, a acao bactericida foi = 1,31 mg/mL (A. serratum) e 2
2,62 mg/mL (M. minuta). Os extratos foram considerados inativos frente as células tumorais
testadas, com percentuais de inibicéo inferiores a 50 % para concentragdo de 50 pg/ mL.
Portanto, foi possivel concluir que os extratos das espécies em estudo possuem potencial
antimicrobiano e exibem efeito sinérgico, além de apresentarem metabdlitos, ainda a serem
identificados.

Palavras-Chave: Pteridofitas. Atividades biolégicas. Sinergismo. Citotoxicidade.

Fitoconstituintes.
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ABSTRACT

Pharmacological properties of plants are recognized, empirically, for centuries. In this
aspect, interest in plants is mainly because their ability to produce biologically active
compounds. Ferns, appreciated by their ornamental use, are utilized to cure diseases.
Besides antimicrobial activity, several others properties such as antioxidant, anti-
nociceptive, antitumor, anti-inflammatory, cytotoxic and biological are reported for these
plants. With the rise of non-communicable chronic diseases, especially circulatory
diseases and neoplasms, and the persistence of infectious and parasitic diseases,
marked by microbial resistance to antibiotics, the search for new drugs with antimicrobial
and cytotoxic action becomes imperative. In front of this context, this study aimed to
evaluate antimicrobial and cytotoxic activity of extracts from Asplenium serratum L. and
Marsilea minuta L., occurring ferns in Brazil, described in popular therapy. Extracts,
methanolic of A. serratum and ethanolic of M.minuta, were obtained, respectively, by cold
exhaustion and maceration. Phytochemical analysis was performed by High Performance
Liquid Chromatography (HPLC) for standards of quercetin and caffeine. Default bacteria
Escherichia coli, Shigella flexneri, Salmonella typhimurium, Staphylococcus aureus
MSSA, were used in antimicrobial activity. The Minimal Inhibitory Concentration (MIC)
was determined by the microdilution method, with concentrations ranging from 5mg / mL
to 0.005 mg / mL. Synergism tested against E. coli and S. aureus MSSA was executed by
checkerboard method. Cytotoxicity was assessed by MTT (3- (4,5-dimethylthiazol-2-yl) -
2,5-diphenyltetrazolium bromide) against human tumor cells, NCI-H29, HEp-2, MCF-7 and
HL -60. Quercetin and caffeine have been suggested as constituents of M. minuta. The
extracts showed MIC of 5.0 mg / mL against S. aureus MSSA and S. typhimurium, and
2.5 mg / mL against E. coli and S. flexneri. In synergism, against S. aureus MSSA, fern
extracts showed bactericidal activity at concentrations = 2.56 mg / mL (A. serratum) and =
0.33 mg / mL (M. minuta). In the case of E. Coli, the bactericidal action was =2 1.31 mg /
mL (A. serratum) and = 2.62 mg / mL (M. minuta). The extracts were considered inactive
in front of the tumor cells tested, with percentages lower than 50% inhibition at
concentration of 50 pg / ml. Therefore, the extracts of studied species have antimicrobial

potential and exhibits synergistic effect, besides having metabolites, yet to be identified.

Keywords: Pteridophytes. Biological activities. Synergism. Cytotoxicity. Phytochemicals.



CAPITULO 1

1.1 Introducéo

As plantas séo utilizadas na medicina popular desde longa data (BARROS;
ANDRADE, 1997; MACIEL et al., 2002), sendo a terapia com extratos vegetais uma das
formas mais antigas da pratica medicinal na humanidade, talvez um dos primeiros meios de
aproveitamento dos produtos naturais (GONCALVES; ALVES FILHO; MENEZES, 2005;
FIRMO et al., 2014). O uso desses vegetais, apontados como o0s produtos naturais mais
consumidos pelas populagdes em geral (MORAIS-BRAGA, 2012), é bastante difundido em
todo o mundo (VEIGA-JUNIOR, 2008), sobretudo entre as populagbes de paises em
desenvolvimento, que dependem do uso de medicamentos tradicionais, aplicados como
principal fonte nos cuidados a salde (CUNNINGHAM, 1993), por causa de seus baixos
custos, da sua eficacia, do fornecimento frequentemente inadequado da medicina moderna
e de preferéncias culturais e religiosas (VAN ANDEL; HAVINGA, 2008).

O emprego das plantas no tratamento de doengas teve seu inicio empiricamente
(CUNHA; ROQUE et al., 2005), e, ainda hoje, a grande maioria delas ndo tiveram suas
potencialidades terapéuticas cientificamente comprovadas (GONCALVES; ALVES FILHO;
MENEZES, 2005). Estudo de Primack (1993) estimava a existéncia de 25.000 a 75.000
espécies vegetais utilizadas nas medicinas tradicionais do mundo, das quais apenas 1% é
conhecida por estudos cientificos, com demonstracdo de seu valor terapéutico, quando
administradas em seres humanos. Em trabalho mais recente, Caballero-George e Gupta
(2011), descrevem um total de 300 mil espécies de plantas sejam identificadas em todo o
mundo. Desse total, apenas 6% foram farmacologicamente estudados, e apenas 15%

fitoquimicamente.

Levantamentos etnoboténicos apontam as angiospermas, entre os grandes grupos
vegetais, como principais fitoterapicos. Embora ancestrais, as samambaias tém tido relativo

destaque no uso medicinal, quando comparadas as angiospermas, contudo, seu usO



terapéutico é disseminado entre popula¢des mundiais (MORAIS-BRAGA, 2012). Segundo
Singh et al. (2010), as samambaias s&o prescritas desde tempos passados, na forma de
extrato medicinal, para tratamento de varias doencas, e hoje, devido a reconhecida
importancia, sdo apresentadas como um recurso terapéutico potencial.

Atualmente, sdo reconhecidas 46.097 espécies para a flora brasileira, sendo 4.747
de Algas, 32.831 de Angiospermas, 1.524 de Britfitas, 5.712 de Fungos, 30 de
Gimnospermas e 1.253 de Samambaias e licdfitas (LISTA DE ESPECIES DA FLORA DO
BRASIL, 2015). Na regido Nordeste, Agra et al. (2008) listaram 650 espécies de plantas
usadas como medicinais, destas, cinco pertencem ao grupo das samambaias. Outros
trabalhos, como Barros e Andrade (1997) e Perumal (2010), revelam um ndamero
consideravel de espécies deste grupo utilizadas na medicina popular, tais como, Asplenium
serratum L., Adiantum caudatum L., Marsilea minuta L., Lycopodium clavatum L., Pteridium
aquilinum L., entre outras.

No Brasil, nota-se um aumento dos estudos cientificos para comprovar a
potencialidade das samambaias como produtoras de compostos bioativos, como corrobora a
revisdo realizada por Santos et al. (2009) e trabalhos recentes de Morais-Braga et al. (2012)
e Souza et al. (2012). Diversos destes trabalhos vém confirmar as indicagbes de
potencialidade de produtos bioativos diversos de samambaias, como propriedades anti-
inflamatodrias, antioxidantes, antinociceptivas, entre outras.

Algumas espécies apresentam um bom potencial para serem testadas, devido as
indicacdes populares, como também por serem facilimente encontradas na natureza e
formarem populagbes numerosas. A. serratum e M.minuta, que ocorrem no nordeste
brasileiro (SYLVESTRE, 2012; WINDISCH, 2013; LOURENCO; XAVIER, 2013), séo
exemplos dessas samambaias, apreciadas na medicina popular, que podem ser exploradas
nesta perspectiva, permitindo o manejo adequado de suas propriedades.

A. serratum, encontrada em areas Umidas e sombreadas (BOLDRIN; PRADO, 2007),
apresenta relatos de uso etnobotanico como analgésico (DIAZ; ORTEGA, 2006), antipirético
(NAVARRETE et al., 2006), anti-inflamaté6rio (BENKO-ISEPPON et al., 2012), no tratamento
de queimaduras (GUPTA et al., 2005; CABALLERO-GEORGE; GUPTA, 2011) e
propriedades anti-infecciosas para afec¢des do figado (BARROS; ANDRADE, 1997).

M. minuta, encontrada no substrato aquatico (WINDISCH, 2015), é aproveitada na
medicina popular no tratamento de hepatite, diabetes, picada de cobra, inflamacéo, e
infertilidade (PAWAR, 2014), insbnia (SINGH; KUMAR, 2014), tosse e bronquite
(PERUMAL, 2010), condicdes espésticas dos musculos da perna (SINGH; UPADHYAY,



2014), sangramento do nariz, indigestdo, inchago das gengivas (AJAIB et al., 2014), entre
outros.

As plantas possuem alto valor biolégico e vém sendo utilizadas como potencial
terapéutico (PLETSCH, 1998; SANDES; DI BLASI, 2000). A investigacdo destes recursos
naturais, no que tange a caracterizacdo fitoquimica e biolégica, contribui para descobertas
farmacolodgicas significativas, promovendo o uso direcionado e seguro. A realizacdo deste
estudo visou avaliar as potencialidades antimicrobiana e citotoxica, como também obter
analises cromatograficas dos extratos alcodlicos de A. serratum e M. minuta, provendo
informacfes sobre propriedades quimicas e bioldégicas dessas espécies, na busca por
drogas alternativas as teparias antimicrobiana e antineoplasica convencionais disponiveis.
As informacdes obtidas poderdo subsidiar varios campos de pesquisa, entre estes, os de

cunho bioquimico e farmacoldgico.



1.2 Objetivos

1.2.1 Objetivo geral

Avaliar a atividade antimicrobiana e citotoxica dos extratos alcoodlicos das espécies

Asplenium serratum L. e Marsilea minuta L.
1.2.2 Objetivos especificos

e Analisar os constituintes fitoquimicos dos extratos por meio de Cromatografia Liquida
de Alta Eficiéncia (CLAE);

e Determinar a Concentragdo Inibitéria Minima (CIM) dos extratos das folhas de A.

serratum e de M. minuta frente a linhagens gram-positivas e gram-negativas;

e Descrever a agéo sinérgica dos extratos de A. serratum e M.minuta frente a isolados

de Staphylococcus aureus MSSA e Escherichia coli;

e Avaliar a eventual atividade citotoxica destes extratos frente as linhagens tumorais
NCI-H292, HEp-2, MCF-7 e HL-60.



1.3 Revisao de Literatura

1.3.1 Caracterizagcdo botanica

Posicdo Taxondmica (A. serratum)

Samambaias (Smith et al., 2006)

Classe: Polypodiopsida
Ordem: Polypodiales
Familia: Aspleniaceae
Género: Asplenium

Espécie: Asplenium serratum L. (Figura 1.1)

Figura 1.1- Asplenium serratum L.

—

Fonte: acervo pessoal



Posicao taxon6mica (M. minuta)

Samambaias (Smith et al., 2006)

Classe: Polypodiopsida

Ordem: Salviniales

Familia: Marsileaceae

Género: Marsilea

Espécie: Marsilea minuta L. (Figura 1.2)

Figura 1.2 - Marsilea minuta L.

Fonte: acervo pessoal

1.3.2 Aspecto boténico

As samambaias, também conhecidas como fetos ou avencas, constituem um grupo
de plantas vasculares, sem sementes, bastante heterogéneo, que habitam uma vasta gama
de regides e ambientes, apresentando diversidade morfolégica acentuada e adaptacdes a
variados habitats (WINDISCH, 1992). Séo representadas por cerca de 13.000 espécies, as
quais muitas sdo encontradas nas regides tropicais e subtropicais do mundo, e, em sua

maioria, dependem de condi¢cdes de umidade e sombreamento, favorecendo a sujeicdo



deste grupo vegetal a regibes de mata onde se formam estes tipos de microambientes
(WINDISCH, 1992; BARROS; SILVA,1996; MORAN, 2008; COSTA et.al., 2013).

Segundo Prado e Sylvestre (2015), existem 36 familias, 133 géneros, 1253
espécies, 13 subespécies e 35 variedades de samambaias no Brasil. Dentre as familias
existentes, Aspleniaceae é uma das maiores e mais ricas familias de samambaias
(KRAMER; VIANE, 1990), com cerca de 700 espécies, com distribuicdo sub-cosmopolita
(em todos os continentes, exceto na Antartida) (OHLSEN, 2014), apresentando-se mais
numerosa nos tropicos, principalmente, em florestas tropicais (SMITH et al.,, 2006). Esta
familia exibe uma delimitacdo genérica constituida por dois géneros, Asplenium e
Hymenasplenium (BELLEFROID et al.,2010), sendo a maioria das espécies pertencente a
Asplenium (SMITH et al., 2006).

Asplenium L., constituido de plantas terrestres, epifitas ou rupicolas (MORAN, 2011),
€ um dos géneros de samambaia mais difundidos, incidindo em todos os continentes,
também a excecdo da Antartida (CHANG et al., 2013), sendo a maioria ocorrente em ilhas
do Atlantico e ilhas do Pacifico no Havai (REGALADO GABANCHO; SANCHEZ
VILLAVERDE, 2003).

A. serratum, a semelhanca do género, € uma planta encontrada no interior de matas
como terricola, como epifita sobre troncos vivos ou em decomposi¢do, e como rupicola em
pareddes rochosos (GOES-NETO; PIETROBOM, 2012). Esta espécie é registrada nos
Estados Unidos, México, Guatemala, Belize, Honduras, Nicaragua, Costa Rica, Panama,
Grandes e Pequenas Antilhas, Trinidad e Tobago, Colémbia, Venezuela, Guiana, Suriname,
Guiana Francesa, Equador, Peru, Bolivia, Paraguai, Argentina (MICKEL; SMITH, 2004). No
Brasil, ja foi relatada nos estados do Acre, Alagoas, Amazonas, Amapa, Bahia, Ceara,
Espirito Santo, Goids, Maranhdo, Minas Gerais, Mato Grosso do Sul, Mato Grosso, Par,
Paraiba, Pernambuco, Parana, Rio de Janeiro, Roraima, Rondbnia, Santa Catarina, Sao
Paulo (SYLVESTRE, 2015).

A familia Marsileaceae, que compreende samambaias com capacidade de viver em
ambientes aquaticos e terrestres, corresponde a uma pequena familia, com trés géneros:
Marsilea L. (50-80 espécies), Pilularia L.(seis espécies) e o monotipico Regnellidium
Lindman (JOHNSON, 1986; PUEBLA; PRAMPARO; GANDOLFO, 2015).

O género Marsilea L., constituido por samambaias aquéticas distribuidas ao longo
dos cinco continentes, € encontrado, principalmente, em habitats sazonalmente Umidos,
onde espécies crescem em aguas rasas e nas margens de lagos, lagoas ou rios. O clima
desempenha um fator importante na distribuicdo de espécies de plantas (WU; KAO, 2011,
PAWAR, 2014).



M. minuta, naturalizada na América tropical, apresentra-se geograficamente
distribuida na Africa do Sul, Australia, Cambodia, Brasil, india, Filipinas, Malasia, |donésia,
Trinidad e Tobago, Nova Caledénia, Paquistdo, Tailandia e Vietnd (LOURENCO, 2012). No
Brasil, é encontrada nos estados de Pernambuco (biomas da caatinga), Rio de Janeiro
(Mata Atlantica) Para (Amazonia brasileira), Paraiba e Ceara (WINDISCH, 2013; TAVARES
et al., 2014; LOURENGCO; XAVIER, 2013; REINALDO et al., 2015). Essa espécie apresenta
dependéncia peculiar por ambientes urbanos (antropizados), sendo encontrada em valas,
bueiros, areas alagadas e quintais, onde, no periodo chuvoso, forma extensas populactes
com poucos individuos férteis. No periodo menos chuvoso, a espécie é encontrada estéril e
com populacdo reduzida (TAVARES et al., 2014).

1.3.3 Importancia etnobotanica

As plantas sdo uma importante fonte de substancias biologicamente ativas
(metabdlitos secundarios), e sua utilizacdo para curar diversos males é, tradicionalmente,
conhecida ha milhares de anos pela humanidade (SANDES; DI BLASI, 2000). Popula¢bes
de paises em desenvolvimento dependem do uso de medicamentos tradicionais, a base de
vegetais, aplicados como principal fonte nos cuidados a salde (CUNNINGHAM, 1993).

Empregado pela primeira vez em 1895, o termo etnobotéanica engloba a maneira
como um grupo social classifica e da utilidade as plantas (SCHULTES, 1962; POSEY,
1986). No estudo das plantas medicinais, a etnobotanica se relaciona com outras
disciplinas correspondentes como a etnofarmacologia, abordagem que consiste em
associar conhecimentos adquiridos junto a comunidade usuaria da flora medicinal, com
estudos quimicos e farmacoldgicos (ELIZABETSKY, 2003). Nesta abordagem, as plantas
medicinais ndo sdo apreciadas apenas como simples matéria prima, e considera-se a
descri¢@o do historico da planta como um recurso terapéutico para o tratamento e cura de
doencas por determinado grupo étnico (MACIEL et al., 2002).

Muitas &reas estdo envolvidas na pesquisa de novas substéncias oriundas de
plantas, mas a etnobotanica e etnofarmacologia tém sido as principais abordagens
utilizadas por cientistas de todo o mundo para selecionar plantas medicinais que podem
resultar em novos medicamentos para interesses médicos e farmacéuticos
(ALBUQUERQUE; HANAZAKI, 2006). Segundo Maciel et al. (2002), a etnoboténica é
citada na literatura como sendo um dos caminhos alternativos que mais evoluiu, nos

altimos anos, para a descoberta de produtos naturais bioativos.



Muitos costumam pensar que as samambaias tém sua utilizacdo limitada a
ornamentacao, porém elas tém sido usadas pela populacdo como géneros alimenticios,
chas e diversas formas de medicamentos, desde os tempos mais antigos (LEE; SHIN,
2010). As samambaias sdo uma fonte abundante de compostos, e apresentam um
potencial significante em relacdo as propriedades quimicas e atividades bioldgicas, mas
gue tem sido pouco explorado (WANG; HE, 2006; ANDRADE et.al., 2014).

Um numero significativo de espécies de samambaia € comumente usado na
medicina popular. A. serratum, popularmente conhecida como rabo de azanata, feto macho
do Para, pena-de-xangd (ARJONA; MONTEZUMA; SILVA, 2007; BARROS; ANDRADE,
1997), tem sido relatada com propriedades medicinais anti-infecciosas para afecc¢des do
figado (BARROS; ANDRADE, 1997). Ha relatos de seu uso, por populagcdes no Panama,
no tratamento de queimaduras, na forma de cataplasma (GUPTA et al., 2005;
CABALLERO-GEORGE; GUPTA, 2011). O emprego como analgésico é realizado por
populagdes na Venezuela, que consomem a infusdo associada a leite (DIAZ; ORTEGA,
2006). Navarrete et al. (2006) relatam o uso como antipirético por grupos étnicos no
Equador. O aproveitamento das folhas como anti-inflamaté6rio, também, foi citado por
Benko-Iseppon et al.(2012), quando descreveram o0s usos etnobotéanicos da flora nativa do
Nordeste brasileiro.

M. minuta, também conhecida como ‘trevo d’agua’ ou ‘trevo da sorte’ (TAVARES et.
al., 2014), possui importante valor medicinal, apresentando propriedades medicinais Uteis
para tratar hepatite, diabetes, picada de cobra, inflamacéo, infertilidade (PAWAR, 2014). As
folhas de M.minuta tém sido utilizadas, por populacdes na india, no tratamento do diabetes
(NATARAJAN et al., 2013) e no combate a ins6nia (SINGH; KUMAR, 2014). O uso para o
diabetes também é mencionado por Ganesan, Ramar Pandi e Banumathi (2007), que
relatam que as folhas, secas e em p0, sdo consumidas misturadas a agua quente. As folhas
ainda sdo empregadas como anti-inflamatérios e diuréticos (DHANAM; ELAYARAJ, 2014),
sedativo (SINGH; UPADHYAY, 2014), para tratar tosse e bronquite (PERUMAL, 2010),
condigbes espéasticas dos muasculos da perna (SINGH; UPADHYAY, 2014), parar
sangramento do nariz, tratar indigestéo, reduzir inchaco das gengivas (AJAIB et al., 2014) e
na terapéutica de problemas mentais ( SEM;GHOSH, 2011). Planta é encontrada no Sul da
Asia. Qadir et al. (2013) ressaltam, também, o uso tradicional como antibacteriano,

anticonvulsivante, analgésico e antitoxico.
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1.3.4 Metabdlitos secundérios e importancia medicinal

O metabolismo, processo através do qual os sistemas vivos obtém e utilizam energia
livre para efetuarem suas funcdes, € dividido em anabolismo (processo de sintese de
biomoléculas) e catabolismo (processo de degradagdo de nutrientes e constituintes
celulares) (VOET, VOET, PRATT, 2014). E sdo denominados metabdlitos os compostos
quimicos resultantes desses processos (MACHADO, 2007).

Em vegetais, o metabolismo divide-se em: primério e secundario. Os metabdlitos
primarios sao o0s acUcares, aminodcidos, proteinas e acidos nucléicos, que sao
responsaveis pelas fungdes vitais das plantas (DI STASI, 1995). Estes produtos essenciais,
através de rotas biossintéticas diversas, originam os metabdlitos secundérios, que, de modo
geral, apresentam estrutura quimica bastante complexa e acentuada atividade biolégica
(SANDES; DI BLASI, 2000). Os metabdlitos secundéarios séo, normalmente, produzidos
pelas plantas para fornecer protecdo contra efeitos adversos em seu ambiente, tendo
importancia na defesa contra herbivoros, pragas e patégenos. Como ndo podem se
deslocar, os vegetais lancam mao desses artificios moleculares para garantir sua
sobrevivéncia (SANDES; DI BLASI, 2000; BENNET; WALLSGOVER, 2006; LEE; SHIN,
2010).

Uma ampla gama de compostos organicos naturais de origem vegetal, produtos do
metabolismo primario e secundério, € biologicamente ativa, isto é, tem acado tranquilizante,
analgésica, anti-inflamatoéria, citotdéxica, anticoncepcional, antimicrobiana, antiviral, fungicida
(PLETSCH, 1998). Dentre esses compostos tém-se os metabdlitos secundarios: taninos,
alcaldides, flavondides, saponinas, entre outros (KLEIN et al., 2010).

Existem varios grupos de principios ativos, alguns de destaque sdo abordados na
Tabela 1.1.



Tabela 1.1 - Caracteristicas de alguns grupos de principios ativos em plantas

Principio ativo

Propriedades medicinais ou toxicas

Esterdides

Propriedades hipocolesterolémicas, anticarcinogénica.

Alcaldides

Propriedades calmante, sedativa, estimulante, anestésica,
analgésica, antiarritmica, antibacteriana, antitussigeno; Alguns

podem ser cancerigenos e outros antitumorais.d

Antocianinas

Propriedades antioxidantes.

Mucilagens

Propriedades cicatrizante, anti-inflamatoria, laxativa,

expectorante e antiespasmadica.

Terpendides

Propriedades sedativa, ansiolitica, antinociceptiva,

anticonvulsivante, pro-convulsivante, alucinégena.

Flavondides

Propriedades anti-inflamatorias, antiesclerética, antidematosa,
fortalecedora dos vasos capilares, dilatadora de coronarias,
espasmolitica, anti-hepatotdxica, colerética, antimicrobiana,
antiviral, antiulcerogénica, antineoplasica, antioxidante, anti-
hipertensiva, hipolipidémica, antiplaquetaria; Poder de reducéo
da fragilidade e permeabilidade capilares; Inibicdo da destrui¢cdo

do colageno.

Taninos

Propriedades adstringentes, antimicrobiana (antidiarréica),
antioxidante, antisséptica, cicatrizante, vasoconstritora,
anticarcinogénica, anti-inflamatéria, inibidora da transcriptase

reversa em HIV; Precipitam proteinas.

Saponinas

Propriedades antioxidantes, acdo citotoxica atuando contra

células tumorais.

Oleos essenciais

Propriedades bactericida, antivirética, cicatrizante, analgésica,

relaxante, expectorante, antiespasmadica.

11

Fonte: Adaptada de Lorenzi; Matos (2002); Monteiro (2005); Machado et al. (2008); Passos et
al.(2009); Garcia; Pérez-Urria Carril (2009); Pereira; Cardoso (2012).

Os componentes responsaveis pelas atividades biolégicas das samambaias sédo, em

sua maioria, compostos fendlicos, flavonéides, alcaldides, terpendides (HO et al., 2010). A

partir dos efeitos desses metabdlitos secundéarios, as samambaias apresentam atividades

funcionais para salude humana (por exemplo, antioxidante, antibiética, antitumoral, anti-

inflamatoria, entre outras) (LEE; SHIN, 2010).
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Os (glicosideos mais comumente relatados s&o flavondides, principalmente,
kaempferol, quercetina, luteolina e derivados de apigenina (ANDRADE et al., 2014). Os
flavonoides sdo metabolitos pertencentes a classe dos polifenois, principais responsaveis
pelo poder antioxidante dos vegetais. A quercetina é o flavonoide mais amplamente
distribuido no reino vegetal. Além de sua alta capacidade antioxidante, a quercetina também
apresenta propriedade antiviral, anti-inflamatoria, antiproliferativa e antimicrobiana (CAPRA
et al., 2014).

Os alcalbéides sdo uma classe de metabdlitos secundarios, geralmente, bastante
bioativa (SANDES; DI BLASI, 2000). A cafeina € um dos alcalbides, com atividade biolégica,
mais ingeridos no planeta, e esta presente em mais de 60 espécies de plantas. Apresenta
acao farmacolégica variada provocando, dentre outros efeitos, alteragbes no sistema
nervoso central, sistema cardiovascular e homeostase de céalcio (DE MARIA; MOREIRA,
2007; TAVARES; SAKATA, 2012).

Estudos quimicos em samambaias do género Asplenium tém revelado a presenca de
compostos de diferentes classes, como: flavondides (IMPERATO, 1989; JOHNSON;
IRUDAYARAJ, 2011; IWASHIMA; MATSUMOTO, 2011; ANDRADE et. al., 2014), xantonas
(SMITH; HARBORNE, 1971; IMPERATO, 1991; IWASHIMA; MATSUMOTO, 2011,
ANDRADE et. al.,, 2014), fendis e lignanas (DALL'ACQUA et. al.,, 2009), triterpenos,
alcaldides (KULIP et al., 2010; JOHNSON; IRUDAYARAJ, 2011; ONDO et al., 2013),
taninos, polifendis, cumarina, glicosidios cardiacos (ONDO et al., 2013).

No que se refere ao género Marsilea, tém identificado a presenca de: acgUcares
redutores, triterpendides, acglcares, antraquinonas, alcaldides (DE BRITTO; GRACELIN;
KUMAR, 2013; PANDA et al, 2014), compostos fendlicos, flavondides, esterobides,
saponinas (MITHRAJA et al., 2011; PEPSI; BEN; JEEVA, 2012; DE BRITTO; GRACELIN;
KUMAR, 2013), taninos (MITHRAJA et al., 2011; DE BRITTO; GRACELIN; KUMAR, 2013;
PANDA et al., 2014), cumarinas (MITHRAJA et al., 2011; PEPSI; BEN; JEEVA, 2012).

A variedade, em termos de composi¢céo e de propriedades quimicas, na qual esses
compostos incidem na natureza é relevante, e, frequentemente, essas substancias podem
servir, direta ou indiretamente, para a elaboracdo e sintese de um grande numero de
farmacos (SANDES; DI BLASI, 2000). A exploragdo da atividade biol6gica de compostos
secundarios presentes no extrato bruto ou 6leo essencial em plantas medicinais pode
constituir em mais uma forma potencial de controle alternativo de doencas (SCHWAN-
ESTRADA; STANGARLIN; CRUZ, 2000), e a biodiversidade dos biomas brasileiros pode ser
uma opc¢do como fonte de matéria-prima para o desenvolvimento de medicamentos
(NOGUEIRA, 2010; BARREIRO; BOLZANI, 2009).
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1.3.5 Atividades bioldgicas

1.3.5.1 Atividade antimicrobiana

Os micro-organismos sdo seres microscopicos unicelulares, pertencentes a diversos
grupos taxondmicos, englobando os reinos Monera (bactérias e cianobactérias) e Fungi
(ODEBRECHT; ABREU, 1997). InUmeras doencas de importancia para a salde publica sdo
de origem microbiana, principalmente, bacteriana (ALVARENGA et al., 2007).

As bactérias revestem pele e mucosas, e ainda cobrem o trato intestinal dos homens
e dos animais, compondo a microbiata. Muitas delas séo inofensivas, e até benéficas ao seu
hospedeiro, conferindo protecdo contra patdégenos e doencas, limitando a colonizacdo por
bactérias nocivas (SANTOS, 2004). Outras sdo patogénicas, e, dentre elas, destacam-se as
pertencentes aos géneros: Staphylococcus, Streptococcus, Enterococcus, Shigella,
Salmonella, Escherichia, Neisseria, Pseudomonas, entre outros (LEVINSON, 2014).

Bactérias do género Staphylococcus séo distribuidas na natureza, assim como na
microbiota normal da pele e da mucosa de diversos animais. Algumas espécies de
Staphylococcus sdo frequentemente reconhecidas como agentes etiolégicos de infeccdes
oportunistas (NOSTRO et al., 2004). Staphylococcus aureus representa 0 agente etioldgico
mais comum em infec¢des como furdnculo, carbunculo, abscesso, miocardite, endocardite,
pneumonia, meningite e artrite bacteriana, além de causar diferentes tipos de intoxicacdes
(VERHOEFF et al., 1999).

Escherichia coli, da familia das Enterobacteriaceae, é classificada como um bacilo
gram-negativo fermentador de glicose e lactose com producédo de gas e &cido, sendo uma
espécie predominante entre as bactérias intestinais anaerébias facultativas e néao
formadoras de esporos (TORTORA; FUNKE; CASE, 2007). Essa espécie é responsavel por
uma ampla gama de enfermidades em humanos, principalmente infeccées do trato urinario
(HUGHES et al.,, 1982). E conhecida por produzir enterotoxinas cujas propriedades e
participacdo em diarreias tem sido amplamente investigada (KONOWALCHUK; SPEIRS;
STAVRIC, 1977, 1978; SCOTLAND et al., 1980).

As gram-negativas Escherichia coli, Shigella, Salmonella destacam-se como
principais causadoras de doencgas diarreicas (O'RYAN; PRADO; PICKERING, 2005). As
infecgbes por Shigella sdo uma das principais causas de morte no mundo (ONODERA et
al.,2012), e compreendem uma das principais causas de morbimortalidade associada a

diarreia em criancas menores de cinco anos (KOTLOFF, et al.,1999). Micro-organismos
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pertencentes a esse género causam disenteria bacilar, uma doenca invasiva do célon
humano, prevalente em regifes tropicais, especialmente, em algumas &reas superpovoadas
do mundo em desenvolvimento (SANSONETTI, 1992). Shigella compreende quatro
espécies, incluindo Shigella flexneri (LEVINE et al. , 2007), agente gram-negativo associado
a surtos endémicos de shigelose (MALDONADO-CONTRERAS et al., 2013), que invade o
epitélio do colon e causa destruicao inflamatéria macica e dano tecidual grave (FRITAH, S.
et al., 2014, GEORGE et al., 2014).

Salmonella é o principal agente patogénico de origem alimentar, responsavel por
causar um amplo espectro de doencas humanas, que vao desde a gastroenterite leve a
doenca sistémica ameacadora a vida (DOBLE, 2012). As infecBes por Salmonella sdo um
importante problema de salde publica mundial (GUENTHER et al.,, 2012), e ocasionam
muitas mortes todos os anos (CHAUHAN; KANG, 2014). Salmonella Typhimurium, um
patdgeno zoonético (TORPDAHL et al., 2013), é considerado um dos principais causadores
de gastroenterite em humanos (MCCLELLAND, et al.,2001), e apresentam alta prevaléncia
da resisténcia antimicrobiana (TORPDAHL et al., 2013).

Os antibioticos, utilizados no tratamento de infec¢cdes causadas por esses micro-
organismos, sdo compostos, naturais ou sintéticos, capazes de destruir agentes infecciosos
ou inibir o seu crescimento. Podem ser classificados como bactericidas, quando causam a
morte da bactéria, ou bacteriostaticos, quando promovem a inibicdo do crescimento
microbiano (RANG; DALE; RITTER, 2001; WALSH, 2003).

O grande marco no tratamento das infec¢ces bacterianas ocorreu com a descoberta
da penicilina, por Alexander Fleming, em 1928 (NICOLAOU; MONTAGNON, 2008). A ampla
utilizagdo dos antibidticos favoreceu o desenvolvimento de resisténcia bacteriana (FUCHS;
WANNAMACHER; FERREIRA, 2006). As constantes alteracdes das caracteristicas
microbioldgicas, j& com perfil de resisténcia farmacolégica, tende a esgotar as estratégias
terapéuticas de que se dispbe na atualidade (OLIVEIRA; DE LIMA, 2010; PALAVRA et al.,
2010).

A resisténcia aos antibidticos assume, para determinadas estirpes, um caracter
verdadeiramente alarmante, e o desenvolvimento de novos farmacos ndo acompanha a
velocidade de evolucdo das multirresisténcias (PALAVRA et al., 2010). Um grande namero
de pesquisas vem sendo realizadas enfatizando as propriedades antibacterianas de
produtos vegetais, em decorréncia a crescente importancia dada as infeccdes bacterianas
em comunidades hospitalares e o0 desenvolvimento progressivo da resisténcia
antimicrobiana (OLIVEIRA; DE LIMA, 2010; PALAVRA et al., 2010).
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Os vegetais, devido ao seu metabolismo secundério, apresentam a capacidade de
produzir substancias antibioticas, podendo ser utilizados no tratamento de doencas
infecciosas (GOTLIEB, 1981; NASCIMENTO et al., 2000). Os principais compostos quimicos
com propriedades antimicrobianas, extraidos de plantas, incluem: terpendides e Oleos
essenciais, alcalbides, lectinas, polipeptidios, substancias fendlicas e polifendis, fendis
simples, &cidos fendlicos, quinonas, flavonas, flavonois, flavonoides, tanino e cumarinas
(GONCALVES; ALVES FILHO; MENEZES, 2005).

A presenca de atividade antimicrobiana é citada para algumas espécies de
Asplenium. Em estudo de Berk et al. (2013), o extrato aquoso de Asplenium ceterach L., por
meio do método de difusdo em agar e da determinacdo da Concentracao Inibitéria Minima,
demosntrou potencial antimicrobiano, e Shigella dysenteriae e Staphylococcus aureus foram
considerados 0s micro-organismos mais sensiveis, apresentando CIM de 18 pg/mL e 09
pg/mL, respectivamente. Esses autores relatam que o extrato ndo demonstrou efeito
antimicribiano contra Pseudomonas aeruginosa, Klebsiella pneumoniae, Escherichia coli,
Proteus vulgaris, Corynebacterium diphteriae e Candida albicans.

Desta (1993) também constatou a atividade antimicrobiana, através do método de
difuséo, de extratos brutos da raiz de Asplenium trichomanes L., cujas fracdes metandlica e
aguosa apresentaram melhores percentuais de inibicdo do crescimento microbiano, contra
Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa, Klebsiella pneumoniae e Escherichia
coli. Conforme Lai, Lim e Tan (2009), o extrato bruto metandlico de Asplenium nidus L., por
meio do teste de disco difusdo, demonstrou efetiva agdo antimicrobiana frente a patégenos
gram-negativos, Pseudomonas aeruginosa e Escherichia coli, e gram-positivos,
Staphylococcus aureus e Bacillus cereus, com percentuais de inibicdo entre 49 a 74%,
guando comparados a estreptomicina.

O género Marsilea também apresenta relatos de efetiva atividade antimicrobiana,
como é evidenciado em estudo desenvolvido por Bindu, Jose e Akhila (2014) com a espécie
M.minuta, no qual todas as fragbes dos extratos (cloroférmio, acetato de etila, alcodlica e
aguosa) apresentaram atividade para 0s micro-organismos testados (Escherichia coli,
Streptococcus pneumoniae, Pseudomonas aeruginosa e Staphylococcus aureus), exceto o
extrato de éter de petréleo. Esses autores mencionaram que o extrato acetato de etila foi
mais ativo em frente a Staphylococcus aureus e Pseudomonas aeruginosa, com CIM,
respectivamente, de 97.94 pg/mL e 92.3 pg/mL. O extrato alcodlico foi eficaz contra
Escherichia coli (CIM de 141.6 pg/mL) e Pseudomonas aeruginosa (CIM de 136.87 pg/mL),

assim como o de cloroférmio, com CIM equivalentes a 275.8 pg/mL para E. coli e 295.3
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pg/mL para P. aeruginosa. O extrato aquoso foi ativo contra Escherichia coli (CIM de 94.19
pg/mL) e Staphylococcus aureus (CIM de 223.7 pg/mL).

Panda et al. (2014), pesquisaram a atividade antimicrobiana dos extratos brutos
metandlico e de cloraférmio de M. minuta, por disco difusdo, utilizando toda planta, e
identificaram que o extrato metandlico de M.minuta foi eficaz contra Staphylococcus citreus,
Chromobacter sp., Candida albicans, Aspergillus flavus, enquanto que o extrato cloroférmio
desmonstrou atividade contra Salmonella typhii, Salmonella paratyphii, Enterobacter sp.,
Proteus mirabilis, Proteus vulgaris e Candida albicans. Ambos os extratos, conforme ainda
descreveram os autores, ndo foram efetivos frente a Staphylococcus aureus, Escherichia
coli, Pseudomonas sp., Pseudomonas aeruginosa, Salmonella typhii, Citrobacter fruendii,
Klebsiella, Vibrio cholera, Shigella sonnie, S. boydii, Providencia, Aspergillus niger, A. flavus
and Rhizopus sp. Os valores de CIM do extrato metandlico de M.minuta L. foram de 8 mg /
mL e 5mg / mL contra Staphylococcus citreus e C. albicans, respectivamente.

Nagarajan e De Britto (2014) testaram a acao do extrato etandlico das folhas, rizoma
e esporocarpo de M. minuta, por meio de disco difusdo, contra a gram-negativa, Escherichia
coli, e a gram-positiva, Bacillus subtilis, e os resultados mostraram boa atividade
antimicrobiana tanto para gram-positiva, quanto para gram-negativa. Os extratos de rizoma
e folhas desta espécie apresentaram boa atividade antibacteriana, sendo os extratos do
rizoma mais eficazes.

A ocorréncia de atividade antimicrobiana também é descrita em outras espécies do
género Marsilea, como a Marsilea quadrifolia L. Segundo Gini e Jothi (2015), a atividade
antibacteriana dos extratos de hexano, acetato de etila, etanol e metanol de M. quadrifolia,
avaliada por disco difusdo, em concentragbes de 1,25, 2,5 e 5 mg/disco, revelou que o
extrato de acetato de etila (5 mg/disco) foi eficaz contra a maior parte das estirpes de
bactérias, enquanto que os extratos de hexano, etanol e metanol foram fracamente eficaz.
Foram sensiveis ao extrato de acetato de etila: Escherichia coli - Cipro Resistant (13 mm),
Erwinia amylovora (12 mm), Yersinia enterocolitica, Staphylococcus aureus, Klebsiella
pneumoniae e Eubacterium lentum (11mm cada), Proteus vulgaris, Salmonella paratyphi e
Pseudomonas fluorescence (10 mm cada), Escherichia coli, Staphylococcus aureus sensivel
a Meticilina, Enterococcus faecalis, Salmonella enterica typhimurium e Vibrio fischeri (9 mm
cada).

Gopalakrishnan e Udayakumar (2014) avaliaram extratos das folhas e caule de
diferentes solventes (aquoso, metandlico, etandlico e éter dietilico), em diferentes
concentracdes (2,5, 3,75 e 5 mg/mL), de Marsilea quadrifolia contra Bacillus subtilis,

Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae, Pseudomonas fluorescens e Streptococcus
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pyogenes pelo método de difusdo em pocos. Os autores referiram que os extratos das
folhas e tronco apresentaram atividade antimicrobiana, com halos de inibicdo que variaram
de 8 a 23 milimetros. Os extratos, aquoso, etandlico e metandlico, das folhas foram mais
eficazes que o extrato de éter dietilico. O extrato aquoso da folha mostrou méaxima zona
inibicdo contra Streptococcus pyogenes (23 mm), seguido pelo extrato etandlico que
mostrou halo de 21 mm contra Bacillus subtilis. A minima atividade antibacteriana foi
observada pelo extrato de caule de éter dietilico contra a Klebsiella pneumonia (8 mm).
Bacillus subtilis, Escherichia coli, Pseudomonas fluorescens e Streptococcus pyogenes
mostraram resultados positivos contra todos os extratos de caule dos diferentes solventes

testados.

1.3.5.2 Atividade citotéxica

O céancer, assinalado como uma das principais causas de morbimortalidade nas
proximas décadas, em todas as regides do mundo, é uma patologia caracterizada pelo
acelerado desenvolvimento e proliferagcdo de células anomalas que invadem e destroem
tecidos adjacentes. Essas células podem se espalhar para qualquer zona do corpo, através
do processo de metastase, principal motivo das mortes por cancer (BRAY et al., 2012;
WHO, 2015).

Apesar dos consideraveis esforcos no dominio da investigacdo e do tratamento, o
cancer continua a ser um grave problema de sadde publica, com aproximadamente 14
milhdes de novos casos e 8,2 milhdes de mortes relacionadas em 2012 (WHO, 2015).
Atualmente, constitui a segunda principal causa de morte nos paises desenvolvidos, e é
uma das principais causas de morbidade (WHO, 2002; WHO, 2008). O numero de novos
casos devera aumentar em cerca de 70% ao longo das préximas duas décadas (WHO,
2015).

Ultimamente, usam-se antineoplasicos com origem sintética e/ou natural, no
tratamento de leucemias, linfomas e tumores sélidos (CHABNER; BRUNTON;
KNOLLMANN, 2011; DE VITA et al, 2008). A maioria dos agentes antineoplasicos é
derivada de fontes naturais, incluindo plantas, organismos marinhos e micro-organismos
(CRAGG; NEWMAN, 2005; NEWMAN et al., 2002). Compostos derivados de plantas tem
sido fonte importante de diversos agentes antineoplasicos clinicamente Uteis. Entre esses
agentes estéo: vinblastina, vincristina, derivados da camptotecina, topotecano e irinotecano,
etoposido, derivados de epipodofilotoxina e paclitaxel (CRAGG; NEWMAN, 2005).
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Por definicdo, a citotoxicidade de um agente significa o efeito destrutivo que este
provoca as células (LI,1996). Segundo Freshney (1994), a citotoxicidade, determinada por
antineoplasicos, € um evento complexo in vivo, e pode manifestar variados efeitos, desde a
morte celular a diversos eventos téxicos, tanto em células tumorais quanto em células
normais de medula éssea, pele ou intestino.

Os estudos de citotoxicidade centram-se nos aspectos que influenciam o
crescimento ou a sobrevivéncia celular. No entanto, vale considerar que muitas substancias
nao téxicas se tornam toxicas apds o metabolismo hepatico. Da mesma forma, muitas
substancias que sao toxicas in vitro podem ser detoxificadas pelas enzimas hepaticas
(FRESHNEY, 1994).

Muitas samambaias podem ser téxicas ou apresentar um risco cancerigeno, no
entanto, parecem mostrar um enorme potencial, no que diz respeito ao nimero e a
variedade de compostos anticancerigenos, ainda a ser explorado. Os compostos fendlicos
incluindo flavonoides, bem como os esterodides, alcaldides (especialmente em licopddios) e
terpendides sdo considerados o0s principais componentes anticancerigenos de muitas
samambaias (TOMSIK, 2014).

Testes citotoxicos frente a linhagens de células tumorais sdo relatados para os
géneros Asplenium e Marsilea. Naghibi e colaboradores (2014) descreveram que, através
do método de MTT, o extrato metandlico de Asplenium trichomanes L., em concentracfes
que variaram entre 100 e 3.125 (ug/ mL™), foi considerado inativo frente as linhagens de
células tumorais MCF-7, HepG-2, A-549 e HT-29. Segundo Uma e Pravin (2013), também
por meio do teste do MTT, os extratos metandlico, de acetato de etila e aquoso de Marsilea
guadrifolia L., espécie muito proxima a M.minuta (Johnson, 1986), mostraram diminui¢cédo da
viabilidade celular e inibigcdo do crescimento celular, em modo dependente da dose, frente a
células tumorais MCF-7. Ainda conforme esses autores, os valores de ICs, do padrdo de 5-
fluorouracil, dos extratos de metanol, acetato de etila e aquoso foram, respectivamente, de
9,3, 39,06, 47,82 e 187.5ug / mL.

Outros estudos, que avaliam a atividade citotoxica de samambaias do género
Asplenium, também s&o descritos, como trabalho realizado por Marimuthu alias Antonysamy
et al. (2014), que decreveram o potencial citotoxico de Asplenium aethiopicum (Burm.f.)
Bech. Esses autores, através do teste de letalidade com Artemia Salina, revelaram que os
extratos brutos de éter de petréleo, acetona, cloroformio e metanol de A. aethiopicum
mostraram diferentes taxas de mortalidade de nauplios de artemia salina, as quais

aumentaram proporcionalmente a concentragdo do extrato. O extrato de acetona foi 0 mais
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eficaz, com CLso e CLgg, respectivamente, de 192,8 e 434,3 ppm, enquanto que extrato de
cloroférmio mostrou menos citotoxicidade (CLso = 353,2 ppm) que as demais frac¢oes.

O género Marsilea também possue outros relatos de atividade citotoxica confirmada.
Marsilea quadrifolia L., apresentou atividade citotoxica, a partir do teste de letalidade com
Artemia Salina, com valores de CLs, de 9.543 ug/mL, 7,820 pg/mL, e 8.589 ug/mL,
respectivamente, para os extratos brutos de éter de petrdleo, cloroférmio e acetato de etila,
valores préximos ao do padrdo vincristina (CLsp= 6.628 pg/mL), indicando a presencga de

principios bioativos que podem ser muito Uteis como antitumorais (Ripa et al., 2009).
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2.1 Abstract

Ethnopharmacological relevance: Ferns, known mainly for ornamental use, are used in
folk medicine since ancient times to cure diseases. Species of the genus Asplenium L. and
Marsilea L. presents a wide range of biological activities. The aim of this study was to
evaluate the antibacterial and cytotoxic activity of the extracts of the species Asplenium
serratum L. and Marsilea minuta L., species occurring in Brazil, in addition using reports in
the popular therapy. Materials and Methods: Alcoholic extracts of A. serratum and M.
minuta, were produced, respectively, by cold exhaustion and maceration. Chromatographic
analyzes were carried out through HPLC for quercetin and caffeine standards. Default
bacterial strains of Escherichia coli, Shigella flexneri, Salmonella typhimurium and
Staphylococcus aureus MSSA were used to determine the Minimum Inhibitory Concentration
(MIC) by microdilution method. Synergism tested against E. coli and S. aureus MSSA was
performed by checkerboard method. Verification of cytotoxicity was developed by the MTT
method, against human tumor cell lines NCI-H29, HEp-2, MCF-7 and HL-60. Results:
Quercetin and caffeine have been suggested as constituents of M. minuta L. The extracts
showed MIC of 5.0 mg/mL against S. aureus MSSA and S. typhimurium, and 2.5 mg/mL
against E. coli and S. flexneri. In synergy, extracts had better bactericidal activity against S.
aureus MSSA at concentrations = 2.56 mg / ml (A. serratum) and = 0.33 mg / mL (M.
minuta). The extracts were considered inactive front human tumor cell lines. Conclusion:
These results demonstrate antimicrobial activity and synergistic effects of these ferns

extracts, in addition revealing the presence of a large variety of metabolites, yet unidentified.

Keywords: Ferns. Biological activities. Synergism. Cytotoxicity. Phytochemicals
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2.2 Introducéo

As plantas medicinais possuem consideravel valor biolégico e sdo aproveitadas
como recurso terapéutico (Pletsch, 1998; Sandes; Di Blasi, 2000). As samambaias
compreendem um grupo de plantas vasculares sem sementes (Zuguim et al., 2008), com
apontamentos antigos sobre algumas formas de uso no tratamento de doencas (Singh et.
al., 2010). No entanto, ainda sdo pouco exploradas em suas potencialidades, e relegadas,
muitas vezes, ao carater ornamental que possuem (Teixeira et al., 2015).

Os principais compostos relacionados as atividades biolégicas, deste grupo vegetal,
sdo: compostos fendlicos, flavondides, alcaldides, terpendides (Ho et al., 2010). A partir dos
efeitos dos metabolitos secundarios, as samambaias exibem atividades funcionais a saude
humana (Lee; Shin, 2010; Singh et al., 2010). Ainda segundo Singh e colaboradores (2010),
Teofrasto (327-287 a.C) e Dioscoérides (50 d.C) listaram véarias espécies desse grupo com
potencial para cura de graves distlirbios e ressaltaram a importadncia dos estudos
fitoquimicos, dando énfase aos compostos encontrados e suas aplicacdes terapéuticas.

Varios trabalhos tém demonstrado que as samambaias apresentam um forte
potencial de utilizacdo na medicina popular (Barros; Andrade, 1997; Caballero-George, C.,
Gupta, M. P., 2011; Benko-Iseppon et al., 2012; Singh; Singh, 2012; Sujarwo et al.,2014),
além de atividades bioldgicas comprovadas, como antimicrobiana (Banerjee; Sen, 1980;
Singh et. al., 2008; Lai; Lim; Tan, 2009; Lai; Lim; Kim, 2010; Morais — Braga et.al., 2012;
Chai et. al., 2013), antitumoral (Quadri-Spinelli et. al., 2000; Lai; Lim; Kim, 2010),
antioxidante (Lai; Lim; Tan, 2009; Lai; Lim; Kim, 2010; Chai et. al., 2013), antinociceptiva
(Nogueira, 2010), anti-inflamatéria (Nogueira, 2010; Haider et. al., 2011), entre outras.

Espécies do género Asplenium, caracterizadas por plantas terrestres, epifitas ou
rupicolas (Boldrin; Prado, 2007), apresentaram atividade antimicrobiana contra alguns
micro-organismos patogénicos a saude humana (Desta, 1993; Lai; Lim; Tan, 2009, Berk et
al., 2013), assim como espécies do género Marsilea L. (Ripa et al., 2009; Gopalakrishnan;
Udayakumar, 2014; Sethi, 2014; Gini; Jothi, 2015), constituido por samambaias aquaticas
(Wu; Kao, 2011). Além disso, a atividade citotdxica também foi identificada no género
Asplenium (Marimuthu alias Antonysamy et al., 2014) e Marsilea (Ripa et al., 2009).

Asplenium serratum L. e Marsilea minuta L., espécies ocorrentes no Brasil (Sylvestre,
2015; Windisch, 2013; Tavares et al., 2014; Lourenco; Xavier, 2013; Reinaldo et al., 2015),
apresentam diversas indicacfes de uso na medicina popular, em variadas partes no mundo,
dentre elas, respectivamente, propriedades anti-infecciosas para afeccées do figado
(Barros; Andrade, 1997) e antibacteriana (Qadir et al., 2013).
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Neste contexto, € importante a andlise de espécies indicadas na medicina popular e
com potencialidades biolégicas. A realizacdo deste estudo visou avaliar a atividade
antibacteriana e citotoxica do extrato alcodlico das espécies A. serratum e M.minuta, na

busca por novas substancias, com potencial antimicrobiano e antineoplasico.

2.3 Material e Métodos

2.3.1 Material botanico

A coleta de A. serratum foi realizada no dia 03 de junho de 2014, correspondente ao
inverno, na Mata da Colénia, municipio de Bonito, Pernambuco, Brasil (8°30'14"S e
35°42'56"W). M. minuta foi coletada em 29 de agosto de 2013, também durante o inverno,
na Fazenda Chico da Velha, bairro Sdo José, Juazeiro do Norte, Ceard, Brasil (7°13'16"S e
39°21'14"W). O material testemunho foi depositado no Herbario UFP (Prof. Geraldo Mariz),

Centro de Ciéncias Bioldgicas, da Universidade Federal de Pernambuco.

2.3.2 Preparacdo dos extratos vegetais

Extrato das folhas de A. serratum (metandlico)

O extrato metandlico de A. serratum foi obtido utlizando-se o método de
esgotamento a frio. As folhas foram secas a temperatura ambiente (30 °C), e trituradas com
auxilio de tesoura e pilao, sendo obtidas 30 g de matéria-prima. Sequencialmente, o material
foi submetido a trés extracdes sucessivas com metanol P.A. (200 mL), com intervalo de
setenta e duas horas (72 h) entre as extracfes, a temperatura ambiente. Os extratos obtidos
dessas extragdes foi concentrado, a vacuo, em evaporador rotativo, € em banho-maria a
temperatura de 65 °C para remog¢do do solvente. O extrato foi mantido em dessecador até

peso constante, sendo retirado apenas quando utilizado para os testes biologicos.
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Extrato das folhas de M.minuta (etandlico)

O extrato etandlico da espécie M. minuta (folhas frescas) foi elaborado através de
maceracdo com etanol 95 % a temperatura ambiente, no Laboratério de Microbiologia e
Biologia Molecular (LMBM) da Universidade Regional do Cariri (URCA), Crato-CE/ Brasil.
Para a extracdo, as folhas frescas de M.minuta foram cortadas com o uso de tesouras, para
o0 aumento da superficie de contato, e colocadas em recipiente de vidro, com a adicdo do
etanol 95 % até encobrir todo material vegetal, permanecendo por setenta e duas horas (72
h), a temperatura ambiente. O extrato obtido foi, entdo, concentrado, a vécuo, em
evaporador rotativo, e em banho-maria a temperatura de 80 °C para remocao do solvente. O
extrato foi mantido em dessecador até peso constante, sendo retirado apenas quando
utilizado para os testes biol6gicos.

2.3.3 Andlise Cromatogréafica dos extratos de A. serratum e M. minuta

Cromatografia Liquida de Alta Eficiencia (CLAE)

Os extratos de A. serratum e M. minuta foram submetidos a analises por
Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE), conforme metodologia proposta por
Vicente e Legaz (1988). Os ensaios foram realizados em cromatografo liquido Dionex
Thermo Scientific modelo Ultimate 3000, acoplado a detector de ultravioleta (UV), com
arranjo de Diador (Diode Array Detector- DAD) a 254 nm, coluna C18 de fase reversa, a
temperatura de 24,0 °C. O volume de injecdo (automético) foi de 20 uL, com fluxo constante
a uma taxa de 1,0 mL/min. As amostras foram analisadas por CLAE no modo isocratico,
utilizando como fase moével o sistema metanol/agua/acido acético (80:19,5:05, v/viv). Os
extratos organicos brutos foram diluidos na fase mével a concentracdo de 100 mg/mL.
Quercetina e cafeina foram utilizadas como padrdo, sendo submetidas as mesmas
condigbes experimentais dos extratos. Os resultados foram avaliados mediante tempo de

retencdo das substancias na coluna, e célculo da area dos picos cromatograficos.
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2.3.4 Atividade Antibacteriana

Micro-organismos

Quatro cepas de espécies bacterianas foram utilizadas no estudo, sendo todas
padrdo American Type Culture Collection (ATCC). Para os testes de microdiluicdo em caldo,
foram utilizadas bactérias Gram-negativas: Escherichia coli ATCC® 25922; Shigela flexneri
ATCC® 12022; Salmonella typhimurium ATCC® 14028. E a bactéria Gram-positiva:
Staphylococcus aureus MSSA (Staphylococcus aureus sensivel & meticilina) ATCC® 29213.

Para os testes de sinergismo, foram utilizadas uma cepa bacteriana Gram-negativa,
Escherichia coli ATCC® 25922, e outra cepa Gram-positiva, Staphylococcus aureus MSSA
ATCC® 29213. Essas bactérias, padrdes para testes antimicrobianos, comp&em grupo dos

principais agentes causadores de infecc¢ao intestinal e hospitalar, respectivamente.

Preparo das solucfes teste dos extratos vegetais

Para os testes de microdiluicdo em caldo, os extratos de A. serratum e M. minuta
foram dissolvidos em DMSO 10 %, perfazendo concentracdo de 10 mg/mL. Para ambos os
extratos, a concentracdo inicial, na placa 96 pocos, foi de 5 mg /mL. A concentracao final
atingiu a faixa de 0,005 mg/mL, apés diluicéo seriada 1:2.

Para o teste de sinergismo, os extratos foram dissolvidos em DMSO 10 % numa
concentracéo de 20,5 mg /mL (A. serratum) e 21 mg/mL (M. minuta). As concentracdes dos
extratos, nos pocos da microplaca, apos diluicdo seriada 1:2, variaram entre 10,25 mg /mL a
0,08 mg /mL (A. serratum) e 10,5 mg /mL a 0,005 mg /mL (M. minuta).

Preparo das suspensdes bacterianas

As suspensdes foram preparadas conforme CLSI (2012). Os inéculos foram
preparados a partir de culturas em crescimento exponencial (16h). Os isolados bacterianos
foram semeados, em placas de Petri, com meio 4gar Mueller-Hinton e incubados a 35 °C
por 24 horas. Apdés o periodo de incubacdo, os micro-organismos foram suspensos
diretamente em solucéo salina (0,9 %) estéril, cuja suspensédo foi ajustada a solucao padréo
da escala de McFarland tubo 0,5, contendo 1,5 x 102 UFC/mL.
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A partir da suspens&o bacteriana de 1,5 x 10 UFC/mL, foi realizada diluicdo para
obtencdo de suspensdo contendo 1,5 x 10° UFC/mL, da seguinte forma: 0,1 mL da
suspensdo 10° foi diluida em 9,0 mL de solucdo salina 0,9 % (1:100). Quando aliquota
dessa suspenséo foi aplicada aos pogos da placa, contendo meio de cultura (caldo Mueller-
Hinton ou caldo BHI) e extrato de samambaia, a concentracéo final de bactérias do teste
atingiu, aproximadamente, 1,5 x 10°> UFC/mL.

Método de Microdiluicdo em caldo

A atividade antibacteriana foi determinada, através do teste de microdiluicio em
caldo, com definicdo da Concentracdo Inibitéria Minima (CIM), de acordo com CLSI (2012),
adaptada para produtos naturais, com a finalidade de avaliar a susceptibilidade dos isolados
bacterianos aos extratos vegetais.

O desenvolvimento do experimento foi realizado em placas de microdiluicdo 96
pocos, com fundo redondo “U”, ordenadas em fileiras de A a H e colunas de 1 a 12, sendo
utilizada uma placa para cada cepa bacteriana testada (Apéndice I). Foram distribuidos 80
ML do meio caldo BHI (Brain Heart Infusion) em todos os poc¢os da placa. Sequencialmente,
80 pL da solucdo do extrato de A. serratum (solucdo teste) foram acrescentadas nos pogos
C2, D2 e E2, e 80 L da solugéo do extrato de M. minuta (solucéo teste) nos pocos F2, G2 e
H2. Ap6s homogeneizacao dos produtos nos pocos da coluna 2, realizaram-se diluicdes
seriadas (1:2) e sucessivas, transferindo-se sempre uma aliquota de 80 uL dos pogos da
coluna mais concentrada para os pocos da coluna sucessora até a coluna 12, sendo os 80
ML finais desprezados. As concentracfes dos extratos de A. serratum e M.minuta testadas,
apo6s diluicdes seriadas (1;2), foram: 5 mg/mL, 2,5 mg/mL, 1,25 mg/mL, 0,62 mg/mL, 0,31
mg/mL, 0,15 mg/mL, 0,08 mg/mL, 0,04 mg/mL, 0,02 mg/mL, 0,009 mg/mL e 0,005 mg/mL.

Adicionalmente, foram distribuidos 20 uL do inéculo bacteriano em todos os orificios
da microplaca, exceto nos pogos Al a A6, correspondente apenas ao meio de cultura (BHI),
e nos pocos C1 a H1, que continham o meio BHI e extratos. Em seguida, as microplacas
foram incubadas a 35 °C por 24h.

Ap6s esse intervalo, foram adicionados 30 pL de TTC (2,3,5-cloreto de
trifeniltetrazolio) a 0,5% em cada orificio das microplacas, que foram incubadas por 1h. Nos
pocos em que se identificou auséncia de coloragdo existiu inibicdo do crescimento
microbiano, j& os que apresentaram coloracdo avermelhada houve crescimento. A
Concentracao Inibitéria Minima (CIM) foi definida como a menor concentracdo do extrato

capaz de impedir 0 aparecimento de coloracédo avermelhada (Duarte et al., 2004).
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Para cada microplaca, correspondente a uma cepa, foi usado um controle negativo
(BHI, DMSO e in6culo bacteriano), um controle de crescimento (BHI e inéculo bacteriano) e
um controle positivo de atividade antibacteriana (BHI, antibidtico padrdo e indculo
bacteriano). Ainda, foram procedidos os controles de esterilidade do meio BHI (80 uL do
meio de cultura em um pocgo vazio), dos extratos (80 uL da solucdo teste dos extratos com
80 pL de BHI). Os antibidticos-padrao utilizados foram cloranfenicol na concentragcdo 0,5
mg/mL e oxacilina, também, na concentracéo 0,5 mg/mL. Os experimentos foram realizados

em triplicata.

Teste de Sinergismo dos extratos Vegetais

Para a avaliacdo da atividade antibacteriana dos extratos de A. serratum e M.
minuta, em sinergismo, seguiram-se os procedimentos do método de checkerboard em
placas de microdilui¢do (Lorian, 2005).

Foram distribuidos 45 pL do meio caldo Mueller-Hinton em todos os poc¢os da placa,
em seguida, 50 uL da solugao teste do extrato de A. serratum foram adicionados em todos
0s pogos da fileira H (colunas H2 a H12), e 50 yL da solugdo do extrato de M.minuta
(solucéo teste) foram colocados em todos os pocos da 12 coluna (fileiras Al a G1). Apos
homogeneizagdo dos produtos nos pogos da coluna 1, correspondente ao extrato de M.
minuta foi feita diluicdo 1:2, transferindo 50 pyL da mistura para os pogos da coluna 2. Em
seguida, diluicdes seriadas e sucessivas foram feitas transferindo sempre 50 pyL da mistura
dos pogos de uma coluna para a seguinte até os po¢os da coluna 12, desprezando os 50 pL
finais. Os produtos da fileira H, referentes ao extrato de A. serratum, depois de
homogeneizados, também seguiram diluicdo 1:2, transferindo 50 yL da mistura para os
pocos da fileira G. Sequencialmente, diluicbes seriadas e sucessivas foram feitas
transferindo sempre 50 L da mistura dos pogos de uma fileira para a seguinte até os poc¢os
da fileira A, desprezando os 50 pL restantes desses ultimos pocgos. Ou seja, foram feitas
diluicbes seriadas e consecutivas (1:2) de cada extrato no sentido linha e coluna. As
concentracdes testadas para o extrato de A. serratum, apoés diluicdes seriadas (1:2), foram:
10,25 mg/mL, 5,12 mg/mL, 2,56 mg/mL, 1,28 mg/mL, 0,64 mg/mL, 0,32 mg/mL, 0,16 mg/mL,
0,08 mg/mL. E para o extrato de M. minuta foram: 10,5 mg/mL, 5,25 mg/mL, 2,62 mg/mL,
1,31 mg/mL, 0,66 mg/mL, 0,33 mg/mL, 0,16 mg/mL, 0,08 mg/mL, 0,04mg/mL, 0,02 mg/mL,
0,01 mg/mL e 0,005 mg/mL.

Em todos os pogos da microplaca foram adicionados 5 pyL de in6culo bacteriano,

sendo aplicado uma cepa por placa, e, entdo, estas foram incubadas a 35 °C por 24 h. Apés
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esse intervalo, para determinag¢do da Concentracdo Bactericida Minima (CBM), semeou-se,
em placas de Petri contendo o meio de cultura (CMH), 1 yL da solugado contida no pogo em
que houve inibicdo visual do crescimento bacteriano, correspondente a Concentragdo
Inibitéria Minima (CIM), menor concentracdo do extrato capaz de causar inibigdo total do
crescimento, e dos 4 pocos anteriores a ele. A placa foi vedada e colocada na estufa a 37 °C
por 24 h. A observacao de auséncia de crescimento microbiano na placa, apés o periodo de
incubacdo, demonstrou o efeito bactericida do extrato, enquanto que a presenca de
crescimento bacteriano revelou o efeito bacteriostatico. A menor concentracdo em que
houve auséncia de crescimento microbiano correspondeu a CBM.

Para cada microplaca foi usado um controle negativo (CMH, DMSO e inéculo
bacteriano), um controle de crescimento (CMH e inéculo bacteriano) e um controle positivo
(CMH, antibidtico padrdo e indculo bacteriano). Ainda, foram procedidos os controles de
esterilidade do caldo Mueller-Hinton (95 yL do meio de cultura em um pogo vazio), dos
extratos (100 pL da solucao teste dos extratos com 95 yL do CMH) e dos antibiéticos (95 pL
do CMH e 5 pL de antibiético). Os antibiéticos padrdo para as bactérias gram-positivas e
gram-negativas foram, respectivamente, cloranfenicol na concentracdo 0,5 mg/mL em
solugdo salina 0,9 % e ciprofloxacino na concentracdo 0,5 mg/mL. Os experimentos foram
realizados em 03 ensaios isolados em duplicata.

2.3.5 Atividade Citotoxica

A atividade citotoxica dos extratos de A. serratum e M.minuta foi realizada através do
ensaio de viabilidade celular MTT [brometo de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolio]
(Alley et al., 1988; Mosmann, 1983).

As linhagens de células tumorais humanas utilizadas foram NCI-H292 (carcinoma
mucoepidermoide de pulm&o humano), HEp-2 (carcinoma de laringe humana) mantidas em
meio de cultura DMEM (Dulbecco's Modified Eagle Medium); MCF-7 (adenocarcinoma de
mama humana) e HL-60 (leucemia promielocitica aguda) mantidas em meio de cultura RPMI
(Roswell Park Memarial Institute). Os meios foram suplementados com 10 % de soro fetal
bovino e 1 % de solugdo de antibidtico (penicilina e estreptomicina). As células foram
mantidas em estufa a 37 °C em atmosfera Umida enriquecida com 5 % de CO,,

As células NCI-H292, MCF-7, HEp-2 (10° células/mL), HL-60 (0,3 x 10° células/mL)
foram plagqueadas em placas de 96 pocos (fundo chato) e incubadas por 24 h. Em seguida
as amostras dissolvidas em DMSO (0,5 %) foram adicionadas aos po¢os em concentracao

final de 50 pg/mL. O farmaco doxorrubicina (5 pg/mL ) foi utilizada como controle positivo.


http://en.wikipedia.org/wiki/Di-
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Ap6s 72 h de reincubacédo foi adicionado 25 pL de MTT (5 mg/mL) e depois de 3 h de
incubacédo, o meio de cultura com o MTT foram aspirados e 100 pL de DMSO foi adicionado
a cada poco. A absorbancia foi medida em um leitor de microplacas no comprimento de
onda de 560 nm. Os experimentos foram realizados em quadruplicatas e a percentagem de
inibicdo foi calculada no programa GraphPad Prism 5.0.

Uma escala de intensidade foi utilizada para avaliar o potencial citotoxico das
amostras testadas. De acordo com a inibicdo da proliferagdo celular as amostras foram
classificadas como ativas (95 a 100 % de inibicdo), moderadamente ativas (inibicdo variando
de 70 a 90 %) e ou inativas (inibicdo menor que 50 %) (RODRIGUES et al., 2014). As
amostras consideradas ativas foram selecionadas para determinacao, através do MTT, da

ICso (concentracéo que induz 50% de inibicao da proliferacdo celular).

2.4 Resultados e discusséo

Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE)

Na Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia, o cromatégrafo foi calibrado com
concentracdes crescentes de quercetina originando a curva de calibragdo da quecetina
(Apéndice Il). O padrdo quercetina, com concentracdo de 0,0625 mg/mL, apresentou tempo
de retencao (Tr) de 3, 52 min, e o padrao cafeina Tr correspondente a 4,14 min (Apéndice
).

A andlise em CLAE, com tempo de corrida de 40 (quarenta) minutos (min),
demonstrou um padrdo de picos caracteristicos para A. serratum (Apéndice IV). Foram
observados nove picos principais, com Tr de 2,57 min, 2,67 min, 2,737 min, 2,8 min, 2,9 min,
8,513 min, 8,74 min, 34,283 min e 35,151 min (Apéndice V). Destes compostos, 0 que
apresentou maior concentracdo foi o pico 8, com Tr de 34,283 min e 52,86 % de
concentracdo relativa. A quercetina e cafeina ndo foram identificadas ou sugeridas em A.
serratum.

O género Asplenium tem sido estudado do ponto de vista fitoquimico, o que permite
verificar as potencialidades de estudos de espécies desse género como fontes de novas
substancias quimicas (Murakami; Tanaka, 1988). Pesquisas revelam a presenca de
compostos de diferentes classes em espécies do género como: flavondides (Imperato, 1989;
Iwashima; Matsumoto, 2011; Andrade et. al., 2014), xantonas (Smith; Harborne, 1971;
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Imperato, 1991; Iwashima; Matsumoto, 2011; Andrade et. al., 2014), fendis e lignanas
(Dall'acqua et. al., 2009), triterpenos e alcaldides (Kulip et al., 2010).

Flavonoides foram isolados em: Asplenium carruthersii Baker, A. contiguum Kaulf., A.
caudatum G. Forst.,, A. insiticium Brack., A. laserpitifolium Lam. e A. subfulexuosum
Ros.(lwashina; Matsumoto, 2011); A. trichomanes-ramosum L. (Iwashina et al.,1995); A.
affine Swartz, A. decrescens Kunze e A. zenkeranum Kunze (Johnson; Irudayaraj, 2011).
Os flavonodides sdo uma classe de compostos naturais de consideravel interesse terapéutico
(Behling et al.,2008). A quercetina, um desses flavondides, possui potencial
anticarcinogénico (Behling et al., 2008), e tem presenca descrita em espécies desse género,
como A.trichomanes-ramosum L. (Iwashina et al., 1995) e A. incisum Thunb. (lwashina et
al., 2000). Alcaldides, também, foram identificados em Asplenium, como: Asplenium affine
Swartz, Asplenium decrescens Kunze, Asplenium zenkeranum Kunze (Johnson; Irudayaraj,
2011), Asplenium africanum (Ondo, 2013) e Asplenium aethiopicum Burm. f. (Marimuthu
alias Antonysamy et al., 2014).

Embora presente em espécies do género Asplenium, neste estudo, a quercetina,
assim como a cafeina, ndo foram identificadas, por meio da CLAE, em A. serratum. Andlises
do perfil fitoquimico de A. serratum nao foram relatadas, até entdo, na literatura.

Na andlise da cromatografia liquida do extrato M. minuta (Apéndice VI), com tempo
de corrida equivalente ao do extrato de A. serratum, foram revelados sete picos, cinco de
substancias ainda nao identificadas. Os tempos de retengcdo das substancias foram: 2,36
min, 2,77 min, 3,07 min, 3,28 min, 3,89 min, 4,24 min e 30,49 min (Apéndice VII). O pico 06,
com Tr de 4,24 min, representa 0 composto majoritario da amostra, com area de 39,47 %. E
possivel que o pico com retencdo de 3,28 min, ou ainda, com Tr de 3,89 min seja a
quercetina ou substancia com molécula semelhante a ela. E sugerida, ainda, a presenca de
cafeina (Tr = 4,14 min.) no extrato etandlico, correspondente ao pico com Tr de 4,24 min.

Assim como sugerido em M. minuta, por este estudo, De Britto, Gracelin e Kumar
(2013), em analise qualitativa e quantitativa de M.minuta, descreveram a presenca de
flavondides e alcaldides nesta espécie, além da identificagdo de outros compostos como
esterdides, acUcares redutores, triterpendides, aglcares, compostos fendlicos, saponinas,
taninos, antraquinonas e aminoécidos. Segundo os autores, o extrato metandlico dessa
espécie revelou a presenca de dez constituintes, enquanto que no presente estudo o extrato
etandlico revelou a presenca de sete compostos, demonstrando que o extrato metandlico
extraiu um maior nimero de compostos quimicos.

Outros estudos, também, destacam a presenca de flavonoides e alcaldides em
M.minuta (Sharma et al., 2013; Mithraja et al., 2011). Mithraja e colaboradores (2011)
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identificaram, a partir do extrato bruto etandlico, a presenca de fenol e esterdide, dentre
alcaléides, flavanodides, saponinas, quinonas, taninos, xantoproteinas, acidos carboxilicos,
cumarinas presentes em extratos com outros solventes. Em contrapartida ao estudo em
questdo, que sugeriu a presenca do flavondide quercetina e do alcaldlide cafeina a partir da
extracdo com o etanol, através da CLAE.

Atividade Antibacteriana e ensaio de Sinergismo

A. serratum e M.minuta apresentaram atividade antibacteriana contra as cepas
testadas, com padrdoes de inibicAo semelhantes, e valores de Concentragcdo Inibitoria
Minima (CIM) coincidentes (Tabela A.1). A agéo antibacteriana desses extratos ocorreu na
concentracdo inicial do teste frente as bactérias Staphylococcus aureus MSSA e Salmonella
typhimurium, com CIM correspondente a 5,0 mg/ mL. J& contra Escherichia coli e Shigella
flexneri, a CIM correspondeu a 2,5 mg/ mL, indicando que os extratos mostraram-se mais

eficazes contra cepas de bactérias Gram-negativas.

Tabela A.1 - Concentracao Inibitéria Minima dos extratos de Asplenium serratum e Marsilea

minuta frente a cepas bacterianas.

Micro-organismo A. serratum M. minuta
CIM (mg/mL) CIM (mg/mL)
Escherichia coli 2,5mg/mL 2,5mg/mL
Shigela flexneri 2,5 mg/mL 2,5 mg/mL
Salmonella typhimurium 5,0 mg/mL 5,0 mg/mL
Staphylococcus aureus MSSA 5,0 mg/mL 5,0 mg/mL

Algumas espécies do género Asplenium apresentam atividade antimicrobiana contra
micro-organismos patégenos humanos, assim como verificado, no presente estudo, para a
A. serratum, que, segundo Barros e Andrade (1997), ja € utilizada, popularmente, por
apresentar propriedades medicinais anti-infecciosas.

Os isolados bacterianos sensiveis ao extrato de A. serratum assemelham-se aos de

outros estudos com espécies congéneres, como identificado em estudo de Berk et al.
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(2013), no qual, utilizando-se o método de difusdo em &gar e a determinagdo da
concentracdo inibitéria minima, Shigella dysenteriae e Staphylococcus aureus foram os
micro-organismos mais sensiveis ao extrato aquoso de Asplenium ceterach L.,
apresentando CIM igual a 18 pg/mL e 9 pg/mL, respectivamente.

O extrato bruto metandlico de Asplenium nidus L. apresentou, conforme Lai, Lim e
Tan (2009), por meio de disco difusdo, inibicAo sobre os agentes patogénicos Escherichia
coli, Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa e Bacillus cereus. Desta (1993), da
mesma forma, identificou a inibicdo do crescimento microbiano, conferida pelo extrato
metandlico de Asplenium trichomanes L., sobre Staphylococcus aureus e Escherichia coli,
além de Salmonella gallinarum, Pseudomonas aeruginosa, Klebsiella pneumoniae.

A atividade antimicrobiana de M.minuta foi evidenciada por este estudo. Nagarajan e
De Britto (2014) descreveram que o extrato etandlico das folhas de M.minuta mostrou boa
atividade antimicrobiana contra Escherichia coli, assim como o estudo ora apresentado.
Sethi (2014) referiu que a espécie congénere, Marsilea quadrifolia L., demonstrou inibicdo
eficaz contra bactérias gram-negativas, dentre elas a Escherichia coli.

Corroborando ainda com os achados, extratos alcodlicos de M.minuta foram
descritos por Bindu, Jose e Akhila (2014) como potentes antimicrobianos frente a
Escherichia coli e Staphylococcus aureus, com MIC correspondentes a, respectivamente,
141,6 ug / mL e 142,3 pg / mL. Parihar et al. (2010) também identificaram a acéo de extratos
alcéolicos de M.minuta contra microo-organismos semelhantes: Escherichia coli, Salmonella
typhi e Staphylococcus aureus.

Panda et al. (2014) descreveram que o extrato bruto alcodlico (metandlico) de
M.minuta ndo apresentou atividade contra Staphylococcus aureus e Escherichia coli, 0 que
sugere, entdo, que o extrato etandlico de M.minuta, aplicado no nosso e em outros estudos,
€ mais eficiente frente a essas espécies bacterianas. Esses autores apresentaram valores
de CIM entre 8 mg/mL e 5 mg/mL, e, em nosso estudo, esses valores variaram entre 2,5
mg/mL e 5 mg/mL.

No teste de sinergismo, frente as bactérias Escherichia coli e Staphylococcus aureus
MSSA, os extratos apresentaram acado bactericida na concentracdo inicial, correspondente
a, respectivamente, 10,25 mg/mL e 10,5 mg/mL. O extrato de A. serratum seguiu com efeito
bactericida frente a Staphylococcus aureus MSSA até a concentragdo 2,56 mg/mL, ja o
extrato de M. minuta até concentracdo de 0,33 mg/mL. Diante Escherichia coli, a agéo
bactericida se estendeu até a concentracdo de 2,62 mg/mL para M.minuta, e 1,31 mg/mL
para A. serratum. Em concentracOes inferiores, o efeito desses extratos sobre as cepas

bacterianas testadas foi bacteriostatico.
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Os resultados revelam que, em sinergismo, o0s extratos apresentaram melhor
atividade bactericida frente a cepa Gram-positiva, Staphylococcus aureus MSSA, ja que o
efeito foi evidenciado em concentragbes inferiores as apresentadas pelos extratos
isoladamente, a qual correspondeu a um valor de CIM de 5,0 mg/mL, em contrapartida a
acao bactericida, em sinergismo, correspondente a 2,56 mg/mL (A. serratum) e 0,33 mg/mL
(M. minuta). A agdo dos extratos, tanto isoladamente quanto sinergicamente, perante
Staphylococcus aureus e Escherichia coli representa um dado relevante, jA que essas
bactérias compdem grupo dos principais agentes causadores de infeccdo hospitalar
(Levinson, 2014).

Segundo Lorian (2005), o sinergismo € caracterizado por essa interacao positiva, em
gue a agdo combinada dos agentes antimicrobianos é, significativamente, maior que seu
efeito isolado. Tais agentes sdo usados em combinagdo, numa tentativa de prevenir ou
retardar o aparecimento de subpopulagbes de micro-organismos droga-resistentes. As
plantas contém inUmeros constituintes e seus extratos podem apresentar efeitos sinérgicos
entre os diferentes principios ativos devido a presenga de compostos de classes ou

estruturas diferentes contribuindo para a mesma atividade (Maciel et al., 2002).

Atividade citotoxica

Neste estudo, os extratos alcodlicos de A. serratum e M. minuta, testados in vitro,
através do teste do MTT, em concentragdo Unica correspondente a 50 pg/mL, foram
considerados inativos frente as linhagens de células tumorais NCI-H29, HEp-2, MCF-7 e HL-

60, com percentuais de inibicdo do crescimento celular inferiores a 50% (Tabela A.2).
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Tabela A.2 - Percentual de inibicdo do crescimento celular dos extratos alcodlicos de

Asplenium serratum e Marsilea minuta em linhagens celulares de tumores humanos.

% de inibicéo

Produtos teste NCI-H292 HEP-2 MCF-7 HL-60

A. serratum 16,89+0,73 13,11+0,66 16,22+1,77 11,42+0,38
M.minuta 14,79+0,53 14,34+£1,23 17,81+0,75 13,41+0,00
DOXORRUBICINA 94,15+1,99 79,39£2,65 74,77+2,09 92,91+0,63

A maioria dos agentes antineoplésicos € derivada de fontes naturais, incluindo
plantas, organismos marinhos e micro-organismos (Cragg; Newman, 2005; Newman et al.,
2002). Em consonancia aos achados encontrados neste estudo para A. serratum, Naghibi et
al., (2014) descreveram que o extrato metandlico de outra espécie de Asplenium, Asplenium
trichomanes L., avaliado através do método MTT, em concentra¢des que variaram entre 100
e 3.125 (ug/ mL™), foi inativo frente as linhagens de células tumorais MCF-7 e HepG-2,
assim como também diante das linhagens A-549 e HT-29.

Diferentemente do resultado apresentado, por este estudo, para M. minuta, o ensaio
com os extratos metandlico, aquoso e de acetato de etila, através do método de MTT, da
congénere, M.quadrifolia, segundo Uma e Pravin (2013), mostrou atividade antiproliferativa
frente a linhagem de células MCF-7, com valores de ICs, respectivamente, de 39.06 ug /
mL, 187,5 ug / mL e 47,825 ug/ mL.

A inatividade, in vitro, diante as linhagens testadas, ndo exclui a possibilidade de
serem potentes antitumorais, pois se pode tratar de substancias com atividade de pré-
farmacos, compostos em sua forma inativa ou, substancialmente, menos ativas que, quando
administrados, sofrem uma biotransformacao in vivo, passando a produzir metabdlitos ativos
(Chung; Ferreira, 1999), carater que nao € possivel ser detectado pelo teste aplicado neste
estudo. Muitas substancias ndo toxicas se tornam toxicas apds o metabolismo hepatico. Da
mesma forma, muitas substancias que sdo téxicas in vitro podem ser detoxificadas pelas
enzimas hepaticas (Freshney, 1994). Além disso, esses extratos, pouco conhecidos quanto

ao potencial citotéxico, podem, ainda, apresentarem-se toxicos a outras linhagens tumorais.
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2.5 Conclusoes

Dados da literatura, assim como 0s apresentados por este estudo, relevam o
potencial das plantas como agentes terapéuticos. Assim como espécies congéneres, e,
corroborando com as indicacdes populares, A. serratum e M. minuta possuem potencial
antimicrobiano, além de efeito sinérgico quanto a propriedade antibacteriana, podendo ser
promissoras como alternativa aos antibiéticos convencionais. Apesar de se mostrarem
inativas frente as linhagens de células tumorais humanas utilizadas, o possivel efeito
citotoxico dessas plantas perante células tumorais ndo pode ser excluido. Maiores analises
da citotoxicidade in vivo e in vitro, bem como a ampliacdo dos testes antimocrobianos e
avaliacdo de outras pontencialidades biolégicas, sdo necessarias. Novos estudos séo
imprescindiveis para identificagdo dos metabdlitos secundarios, e consequente alargamento

do conhecimento quimico das espécies A. serratum e M. minuta.
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DISCUSSAO GERAL E CONCLUSOES

Varios estudos tém revelado a acdo bactericida de plantas. Assim como espécies
congéneres, A. serratum e M. minuta também possuem potencial antibacteriano,
fundamentando o uso etnoboténico de A. serratum L. como agente anti-infeccioso, conforme
citacdo de Barros e Andrade (1997), e antibacteriano de M. minuta, como descrito por Qadir
e colaboradores (2013). Os extratos mostraram-se eficazes contra importantes micro-
organismos patogénicos a saude humana (Escherichia coli, Salmonella typhimurium,
Staphylococcus aureus MSSA, Shigela flexneri), sobretudo, frente as bactérias gram-
negativas, E. coli e S. flexneri, despontando como possiveis agentes antibacterianos.

Embora, os extratos de A. serratum e M.minuta, isoladamente, tenham apresentado
atividade antimicrobiana, quando testados em conjunto obtiveram melhor resultado. Em
sinergismo, esses extratos apresentaram melhor atividade bactericida frente a cepa gram-
positiva, Staphylococcus aureus MSSA. Diante a resisténcia microbiana a antibiéticos, a
avaliacdo da presenca de atividade sinérgica dos extratos de A. serratum e M. minuta torna-
se, também, uma possibilidade para o desenvolvimento de novos agentes antimicrobianos,
em concentracdes mais baixas, e consequentemente, menos téxicos. A agdo sinérgica vem
sendo realizada para obtencdo de ac¢Ges mais potentes dos antimicrobianos, sendo
observado que os compostos em conjunto apresentam melhores resultados que isolados.

Os extratos foram considerados inativos para as linhagens de células tumorais
humanas utilizadas: NCI-H292 (carcinoma mucoepidermoide de pulm&o humano), HEp-2
(carcinoma de laringe humana) , MCF-7 (adenocarcinoma de mama humana) e HL-60
(leucemia promielocitica aguda). Apesar da auséncia de atividade citotoxica in vitro frente a
essas linhagens, ndo se pode descartar a atividade antitumoral desses extratos, pois pode
se tratar de metabdlitos ativados pelo metabolismo hepatico, ou ainda podem apresentar
atividade frente a outras linhagens tumorais humanas.

O resultado do presente estudo da suporte ao uso popular dessas espécies de
samambaia como agentes antimicrobianos. Apesar do potencial para o uso, poucos sao 0s
trabalhos disponiveis na literatura sobre atividades biol6gicas e analise fitoquimica das
espécies em questdo. O perfil fitoquimico e a avaliagdo das propriedades bioldgicas de A.
serratum ndo haviam sido relatados, até entdo, na literatura. Outros trabalhos precisam ser
conduzidos na busca da identificagdo dos compostos quimicos e das caracteristicas

biol6gicas das espécies estudadas.
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APENDICES
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Apéndice | - Esquema de montagem da atividade antibacteriana na placa de microdiluicdo

de 96 pocos.
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
M M M M M M M+B+0O M+B+0O M+B+0O M+B+0O M+B+0O M+B+0O
B | M+B M+B | M+B | M+B | M+B | M+B | M+B+C M+B+C M+B+C M+B+C M+B+C M+B+C
M+A M+A | M+A | M+A | M+A | M+A | M+A+B M+A+B M+A+B M+A+B M+A+B | M+A+B
+B +B +B +B +B
D | M+A M+A | M+A | M+A | M+A | M+A | M+A+B M+A+B M+A+B M+A+B M+A+B | M+A+B
+B +B +B +B +B
E | M+A M+A | M+A | M+A | M+A | M+A | M+A+B M+A+B M+A+B M+A+B M+A+B | M+A+B
+B +B +B +B +B
F | M+M M+M | M+ M+ M+ M+ M+M+B | M+M+B | M+M+B | M+M+B | M+M+B | M+M+B
+B M+B | M+B | M+B | M+B
G| M+M M+M | M+ M+ M+ M+ M+M+B M+M+B M+M+B M+M+B M+M+B | M+M+B
+B M+B | M+B | M+B | M+B
H| M+M M+M | M+ M+ M+ M+ M+M+B | M+M+B | M+M+B | M+M+B | M+M+B | M+M+B
+B M+B | M+B | M+B | M+B

Diluicéo seriada 1:2

v

M- meio; M+B- meio e indculo bacteriano; M+A- meio e extrato A. serratum; M+M - meio e extrato

M.minuta; M+A+B- meio, extrato A. serratum e indculo bacteriano; M+M+B- meio, extrato M.minuta e

inéculo bacteriano; M+B+0O- meio, in6culo bacteriano, oxacilina; M+B+C- meio, in6culo bacteriano,

cloranfenicol.




Apéndice Il - Curva de calibracdo de Quercetina.

Curva de Calibra¢ao da Quercetina
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Apéndice Il - Cromatograma de CLAE do padrdo Quercetina (0,0625 mg/mL) a 254 nm.
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Apéndice IV - Cromatograma de CLAE do extrato alcodlico de Asplenium serratum a

254nm, em Tr. entre 0,0 a 40,0 min.

ADSOMANCE |

-B% 5,0 10,0151620:025,030,035,040,0

Apéndice V - Valores de tempo de retencdo (Tr - min), area e area relativa dos picos do

cromatograma de CLAE, a 254 nm, do extrato alcodlico de Asplenium serratum.

Picos Tempo de Area Area relativa
retencdo (min) (mAU*min) (%)
1 2,570 0,034 1,98
2 2,670 0,059 3,46
3 2,737 0,030 1,77
4 2,800 0,004 0,21
5 2,900 0,000 0,01
6 8,513 0,117 6,87
7 8,740 0,070 4,11
8 34,283 0,898 52,86
9 35,153 0,488 28,74
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Apéndice VI - Cromatograma de CLAE do extrato alcodlico de Marsilea minuta a 254nm,

em Tr. entre 0,0 a 40,0 min.
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Apéndice VIl - Valores de tempo de retencdo (Tr - min), area e area relativa dos picos do

cromatograma de CLAE, a 254 nm, do extrato alcodlico de Marsilea minuta.

Picos Tempo de Area Area relative
retencdo (min) (mAU*min) (%)
1 2,36 0,149 4,99
2 2,77 0,309 10,33
3 3,07 0,315 10,52
4 3,28 0,165 5,563
5 3,89 0,157 5,24
6 4,24 1,183 39,47
7 30,59 0,717 23,92




