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Resumo

Este trabalho teve como objetivo avaliar a atividade antimicrobiana, antioxidante e citoprotetora da quercetina frente a
toxicidade do cloreto de bério. A solucéo teste foi preparada a partir da diluicdo utilizando DMSO, posteriormente
foram realizadas dilui¢des a fim de obter concentracGes distintas. A Concentracdo Inibitéria Minima (CIM) foi obtida
através de microdiluicdes em caldo, para leitura dos ensaios com a bactéria uma solucdo de resazurina sodica foi
adicionada em cada cavidade (20 pL) e as placas ficaram em repouso por 1 h em temperatura ambiente. A avalia¢do
do efeito citoprotetor da quercetina ao cloreto de bério, foram preparados eppendorfs contendo concentragdo sub-
inibitdria da amostra e suspensdes de 105 UFC / ml de Escherichia coli 06 (EC 06) e Candida albicans (CA 40006)
em meio TRIS M9. A solucdo foi distribuida na placa de microdilui¢cdo. Em seguida foi adicionado 100 pL do cloreto
de bério na primeira cavidade seguindo com sucessivas microdilui¢Ges até a pentltima cavidade. A agdo antioxidante
da substancia foi avaliada usando o método DPPH (1,1-difenil-2-picril-hidrazilo), os testes foram realizados em
triplicata, observando que a quercetina apresenta eficacia na sua acdo antioxidante. A quercetina ndo apresentou acéo
no CIM, com resultado de > 1024 pg/ml. Observou que a quercetina apresentou efeito citoprotetor frente a
Escherichia coli, quando associado ao cloreto de bério, a quercetina apresentou resultados positivos relacionado a
acdo da sua atividade citoprotetora. Esses resultados abrem possibilidades para evolucdo de estudos complementares e
a utilizacdo em ambientes contaminados.

Palavras-chave: Antibacteriana; Antiflngica; Antioxidante; Citoprotetora; Quercetina.

Abstract

This study aimed to evaluate the antimicrobial, antioxidant and cytoprotective activity of quercetin against the toxicity
of barium chloride. The test solution was prepared from the dilution using DMSO, later dilutions were made in order
to obtain different concentrations. The Minimum Inhibitory Concentration (MIC) was obtained through
microdilutions in broth, for reading the tests with the bacteria a solution of sodium resazurin was added in each well
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(20 pL) and the plates were left to stand for 1 h at room temperature. To evaluate the cytoprotective effect of
quercetin to barium chloride, eppendorfs were prepared containing subinhibitory concentration of the sample and
suspensions of 105 CFU / ml of Escherichia coli 06 (EC 06) and Candida albicans (CA 40006) in TRIS M9 medium.
The solution was distributed on the microdilution plate. Then 100 pL of barium chloride was added to the first well,
followed by successive microdilutions until the penultimate well. The antioxidant action of the substance was
evaluated using the DPPH method (1,1-diphenyl-2-picryl-hydrazyl), the tests were carried out in triplicate, noting that
quercetin is effective in its antioxidant action. Quercetin had no action on MIC, with a result of > 1024 pg / ml. He
observed that quercetin had a cytoprotective effect against Escherichia coli, when associated with barium chloride,
quercetin showed positive results related to the action of its cytoprotective activity. These results open possibilities for
the evolution of complementary studies and the use in contaminated environments.

Keywords: Antibacterial; Antifungal; Antioxidant; Citoprotector; Quercetin.

Resumen

Este estudio tuvo como objetivo evaluar la actividad antimicrobiana, antioxidante y citoprotectora de la quercetina
frente a la toxicidad del cloruro de bario. La solucién de prueba se preparé a partir de la dilucion utilizando DMSO,
posteriormente se realizaron diluciones para obtener diferentes concentraciones. La Concentracion Minima Inhibitoria
(CIM) se obtuvo mediante microdiluciones en caldo, para la lectura de las pruebas con las bacterias se afiadid una
solucién de resazurina sodica en cada pocillo (20 uL) y las placas se dejaron reposar 1 ha temperatura ambiente. Para
evaluar el efecto citoprotector de la quercetina al cloruro de bario, se prepararon eppendorfs que contenian
concentracion subinhibitoria de la muestra y suspensiones de 105 UFC / ml de Escherichia coli 06 (EC 06) y Candida
albicans (CA 40006) en medio TRIS M9. La solucién se distribuyd sobre la placa de microdilucién. Luego se
agregaron 100 pL de cloruro de bario al primer pocillo, seguido de microdiluciones sucesivas hasta el pendltimo
pozo. La accion antioxidante de la sustancia se evalu6 mediante el método DPPH (1,1-difenil-2-picryl-hidrazil), las
pruebas se realizaron por triplicado, destacando que la quercetina es eficaz en su accion antioxidante. La quercetina no
tuvo accion sobre la CMI, con un resultado de > 1024 pg / ml. Observo que la quercetina tenia un efecto citoprotector
contra Escherichia coli, cuando se asocié con el cloruro de bario, la quercetina mostré resultados positivos
relacionados con la accidn de su actividad citoprotectora.

Palabras clave: Antibacteriano; Antiflngico; Antioxidante; Citoprotector; Quercetina.

1. Introducéo

Os metais pesados quando expostos no meio ambiente tém a capacidade de gerar contaminagdo no solo e demais
ecossistemas, isso pode acontecer de maneira natural e/ou antrépica chegando a ser um grande problema para o meio ambiente.
Uma das caracteristicas desses metais pesados é a sua capacidade de se acumular no ambiente e isso acontece pelo fato desses
metais ndo serem biodegradaveis, e assim, responsaveis por diversas alteragdes como: inibir o crescimento de vegetaces,
inibir a atividade microbiana alterando também a biodiversidade da mesma (Lima, 2012; Martins, 2009).

Em meio a todos os metais pesados podemaos citar o bario; metal que comumente ndo se apresenta livre no ambiente,
naturalmente encontra-se como um elemento traco (ETs) constituindo rochas e sedimentares, a dgua pode ser um dos
principais meios de transporte responsavel por carrear o bario disseminando ainda mais a contaminagdo (Lima, Sobrinho
Amaral, Magalhées, Guedes & Zont, 2012).

A toxicidade e os efeitos nocivos do bario no organismo humano e no meio ambiente irdo depender de uma série de
fatores sendo avaliado principalmente a sua solubilidade, na 4gua ou no estdbmago, como, por exemplo compostos como o
acetato de bario onde 0 mesmo é solGvel em agua e pode apresentar reacOes tdxicas devido as diluicdes, outro exemplo é o
carbonato de bario que acaba sendo insolvel em agua porém possui solubilidade quando em contato com o estdmago trazendo
entdo efeitos nocivos ao organismo como hipocalemia, e riscos cardiovasculares (Savazzi, 2008).

A liberacdo do bario também ocorre através da disposicédo de residuos provenientes da produgdo de fogos de artificio,
fabricacdo de vidro e o uso de defensivos agricolas. O aumento do bario no ambiente estd proporcionalmente ligado as
exploragdes intensas que sdo feitas nas reservas minerais, e assim ocorre a liberacdo de residuos que se encontrardo dispersos
ao redor do solo explorado (Savazzi, 2008).

Diferentes metodologias sdo utilizadas para o tratamento de solos contaminados, como destaque temos a

biorremediacdo que tem como intuito utilizar organismos vivos como micro-organismos e plantas. Na area da biorremediacéo
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encontra-se a fitorremediacdo, uma técnica direcionada ao tratamento com o uso plantas, que tem como destaque as suas
vantagens por ser eficiente e ter um baixo custo (Pires, Souza, Silva, Procopio& Ferreira, 2003; Martins, 2009).

Algumas pesquisas cientificas vém mostrando o potencial de diversas espécies de vegetais para o tratamento de areas
contaminadas, com o auxilio da biotecnologia, avangos vém sendo obtidos para limpeza de areas poluidas. Os vegetais
apresentam inimeros principios ativos importantes, com isso diversas pesquisas envolvendo compostos antioxidantes obtidos
de extratos vegetais tem sido desenvolvida devido a grande importancia na prevencdo de desencadeamento das reacdes
oxidativas (Andreo & Jorge, 2006; Shahidi, Alasalvar & Pathirancas, 2007; Lamego & Vidal, 2007; Balunas et al., 2006;
Varanda, 2006).

Dentre esses principios ativos estdo os flavonoides, onde se apresentam entre os compostos fenolicos mais abundantes
em vegetais, estando concentrados na parte aérea das plantas, como flores e frutos (Perez-Vizcaino & Fraga, 2018), esses
subdividem-se em diferentes classes e as principais sdo os flavonodis, flavona, flavanonas, antocianinas, flavanas. Os
flavonoides sdo capazes de eliminar radicais livres, inibir enzimas envolvidas na producdo de radicais livres e até mesmo
regenerar (limitada) as membranas celulares, porém, sua sintese ndo ocorre em seres humanos (Bobbio& Bobbio, 2003;
Flambd, 2013), além de destacarem-se pelas atividades anti-inflamatdria, antiplaquetaria, antitrombatica, cardioprotetora, bem
como outras fungBes relacionadas a patologias como a obesidade, diabetes, osteoporose, degeneragdo hepatica e renal,
doencas geriatricas, entre outras (Colizzi, 2019; Karak, 2019; Ribeiro et al., 2019).

A quercetina é um dos flavonoides encontrados em maior quantidade na dieta humana e isso acontece por apresenta-
se em abundéancia nas frutas, chas e verduras, por isso esse tipo de flavonoide chega a ser capaz de desenvolver diversas
atividades no organismo humano como: anticarcinogénica, antibacteriana, antifungica, protetores cardiovasculares, hepéticos e
da filtracdo renal (Simdes et al., 2013), além de apresentar-se como uma potencial droga natural no tratamento das
dislipidemias (Moura; Araljo; Sousa, 2020).

Devido as diferentes maneiras de liberacdo e 0 aumento da exposicdo do Baério este trabalho foi desenvolvido a fim de

avaliar a atividade antibacteriana, antifingica e citoprotetora da quercetina frente a agdo toxica do cloreto de bério.

2. Metodologia

O presente estudo corresponde a uma pesquisa laboratorial aplicada, de natureza experimental e com abordagem

quantitativa, mediante coleta de dados numéricos e andlise estatistica (Pereira, Shitsuka, Parreira & Shitsuka, 2018).

2.1 Substancias e micro-organismos

O flavonoide Quercetina foi adquirido na Sigma® (St. Louis, USA). O cloreto de bario foi adquirido da Vetec
Quimica Fina LTDA. Os micro-organismos utilizados foram a bactéria Escherichia coli 06 (EC 06) e a Candida albicans
40006 (CA INCQS 40006), fornecidas pelo Laboratdrio de Micologia da Universidade Federal da Paraiba - UFPB e pela
FIOCRUZ por meio do Instituto Nacional de Controle de Qualidade em Salde (INCQS), e cedidos pelo Laboratorio de
Microbiologia e Biologia Molecular (LMBM- URCA) e Laboratério de Micologia Aplicada do Cariri (LMAC- URCA),

respectivamente.

2.2 Concentracao inibitéria minima (CIM)

A Concentracdo Inibitéria Minima (CIM) foi realizada pelo método de microdilui¢do em caldo. Para a leitura dos
ensaios com a bactéria, uma solucdo de resazurina sddica e dgua destilada foram adicionadas em cada cavidade (20 pL) e as
placas foram incubadas por 1 h em temperatura ambiente. Para revelacdo da CIM considerou-se como inibicéo do crescimento

0S pogos que permaneceram com a coloracdo azul e ndo inibigdo os que obtiveram coloracdo vermelha, quando avaliado para
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bactéria, ou a auséncia de turvagdo no meio, quando avaliado para fungos. A Concentragdo Inibitdria Minima (CIM) foi
definida como a menor concentragdo capaz de inibir o crescimento bacteriano e flngico nas cavidades da placa de

microdiluicdo conforme detectado macroscopicamente (Nccls, 2003; Javadpour et al., 1996).

2.3 Avaliacao do potencial citoprotetor em bactéria e fungo contra cloreto de bario

Para a avaliacdo do efeito protetor da quercetina ao cloreto de bério, foram preparados eppendorfs contendo
concentracdo sub-inibitoria da amostra (128 pg/mL) e suspensdes de 10° UFC / ml de Escherichia coli 06 (EC 06) e Candida
albicans (CA 40006) em meio TRIS M9. A solucéo foi distribuida nas cavidades da placa de microdiluicdo. Logo em seguida
foi adicionado 100 pL do cloreto de bario na primeira cavidade seguindo com sucessivas microdiluigdes até a penultima
cavidade. A concentra¢do do metal variou de 10 mm a 0,00244 mm as placas de microdilui¢do foram incubadas por 48 h a 37
°C, em estufa (Sobral- Souza et al., 2018, adaptado).

Em seguida, as concentragdes bactericidas minimas (CBM) e fungicidas minimas (CFM) foram determinadas como a
menor concentragdo capaz de matar toda a populagdo dos micro-organismos. Foram utilizadas placas de Petri com Agar Heart
Infusion (HIA) para transferéncia das solugdes incubadas em placas de microdilui¢do. Uma aliquota de cada pogo da placa de
microdiluicdo foi subcultivada em placas de HIA. Apo6s 24 horas de incubacdo a 35 + 2 °C, foi realizada a leitura, com a
finalidade de observagdo do crescimento das col6nias. As leituras da CBM e CFM foram realizadas com base no crescimento
dos controles microbianos, sendo considerada CBM e CFM, a menor concentracdo do extrato e fragbes que inibiu o

crescimento visivel do subcultivo (Shadomy, Espinel-Ingroff & Cartwright, 1985).

2.4 Ensaio antioxidante dpph

Foram preparadas solucGes com diferentes concentragdes de quercetina (250, 125, 50, 25, 10 e 5 pg/mL) em triplicata.
Em um tubo foram misturados 100 pL da solucdo da amostra e 3,9 mL de solugdo de 2,2-difenil-1-picril-hidrazila (DPPH)
0,06 mM e homogenizado com agitador de tubos, procedimento realizado em ambiente escuro. Para o branco, a amostra foi
substituida por 100 uL de metanol. A curva padrdo foi determinada realizando leituras no mesmo comprimento de onda (515
nm), porém com solu¢des de DPPH em diferentes concentragdes (10 uM, 20 uM, 30 uM, 40 uM, 50 pM e 60 uM), sendo o
branco determinado por metanol (Sanchez-Moreno, Larrauri & Saura-Calixto, 2002; Rufino et al., 2007)

Todas as leituras foram realizadas em triplicata, e com a média de dados obtidos, a diferenca de absorbancia entre as
amostras e o controle negativo foi calculado, e o percentual das atividades antioxidantes (AA) obtidos por regresséo linear para
cada fase, obtendo-se assim a concentracdo da amostra que promove a reducdo para metade de 50% da concentragéo inicial de

DPPH, respectivamente, como definido Concentracdo Eficaz (CEse) (Nascimento et al., 2017).

2.5 Andlises estatisticas
Todas as determinacdes foram realizadas em triplicata e os resultados dos ensaios microbiolégicos foram analisados
através do célculo das médias geométricas, pela metodologia de Two-way Anova e pos test de Bonferroni, utilizando software

Graphpad Prism, versdo 7.0 e a analise do teste quimico foi realizado através da Anova de One- way.

3. Resultados e Discusséo
3.1 Concentracao inibitéria miniima

Conforme os resultados expressos na Tabela 1, a quercetina demonstrou resultados andlogos tanto para atividade
antibacteriana quanto para atividade antifingica apresentando CIM > 1024 pg/mL, mostrando assim que a substdncia nesse

modelo ndo apresentou atividade bacteriana e fingica.
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Devido ao aumento da resisténcia bacteriana a diversas classes de medicamentos, o estudo de plantas com efeito
antibacteriano e fungicida vem se destacando por conta dos resultados expressos e pela eficacia do seu potencial de acdo
(Walker et al., 2009).

Em estudo realizado por Aquino et al. (2015) comprovam que a quercetina apresentou resultados irrelevantes tendo
como resultado CIM > 1024 pg/mL a atividade antibacteriana desse estudo foi realizada frente a cepas de Escherichia coli;
Staphylococcus aureus e Pseudomonas aeruginosa.

Pesquisas realizadas por Alves et al (2014) mostra que a quercetina ndo apresentou resultados satisfatérios como
antifingico frente a cepas de Candida, podendo apresentar uma maior resisténcia contra a Candida tropicalis, apresentando
CIM > 0,625 mg/mL.

Camargo e Raddi, (2008) menciona que a quercetina pode apresentar discrepéncias de resultados em testes de
atividade antibacteriana e isso pode acontecer por fatores como a utilizacdo de diferentes tipos de cepas de bactérias e
relacionado a metodologia que foi utilizada.

3.2 Atividade antioxidante pelo método de dpph

O valor da atividade antixiodante da quercetina realizado pela metodologia de sequestro de radical livre DPPH esta
representado na Tabela 1, podendo ser observado atraves da CEso. Quanto mais baixo for o valor da CEso maior € a poténcia
antioxidante da substancia. Observa-se assim que a quercetina apresenta capacidade antioxidante mais efetiva quando
comparado ao seu controle, o acido ascérbico.

A atividade antioxidante de compostos fendis como a quercetina deriva da sua capacidade de oxido-reducéo atuando
diretamente na absorcéo e neutralizagdo dos radicais livres que séo gerados pelo metabolismo celular ou por fonte exdgena,
essa protecdo antioxidante ira interferir diretamente na formacéo de lesdes e perda da integridade celular (Pereira & Cardoso,
2012).

Tabela 1 - Atividade Sequestrante calculada em termos de (CEsg) do composto no teste de DPPH.

Teste Quercetina Acido Ascorbico

DPPH 8,31+0,09 23,82+ 2,10

Fonte: Dados da pesquisa (2019).

Valores expressos como média = erro padréo da média.

Estudos realizados por Alves e Kubota (2013) diz que a atividade antioxidante da quercetina pode acontecer de duas
distintas formas sendo elas o sequestro de radicais livres ou através da sua atividade quelante de metal mostrando que quando
comparado ao &cido ascérbico seus resultados apresentaram maior eficacia.

Contudo Xu, Hu, Wang e Cui (2019) mostra na sua pesquisa que a quercetina a apresenta uma forte atividade
antioxidante, isso acontece devido a sua atividade exercida em vias de transducdo de sinal, de espécies reativas de oxigénio, e

por exercer efeitos frente a atividades enzimaticas.

3.3 Concentracéo bactericida minima e fungicida minima (cbm e cfm)
O Grafico 1 apresentado abaixo mostra a associacdo da quercetina ao cloreto de béario a fim de analisar a acdo desse
composto frente ao teste de CBM e CFM. Os resultados mostram que a quercetina apresentou resultado citoprotetor

satisfatério quando associado a bactéria (modulagdo) contra a toxicidade do cloreto de bario, mostrando assim um efeito
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sinérgico. No entanto, a substancia ndo apresentou efeito citoprotetor significativo quando associado ao cloreto de bario frente

a linhagem flngica.

Gréfico 1: Atividade citoprotetora da quercetina associada ao cloreto de bario contra a agéo do cloreto de bario.

6-
1 controle

Bl Modulacéo

41 ns

Concentragdo pg/ml
w
L

I CBM I . CFM |

Legenda: Controle: bactéria e fungo+ cloreto de bario; Modulagdo: quercetina+ cloreto de bario+ bactéria e fungo .Fonte: Dados da pesquisa
(2019).

Em estudo realizado por Behling (2004) foi possivel observar que a quercetina tem a capacidade de apresentar
atividade citoprotetora contra o ataque de radicais livres inibindo o sistema enzimatico capaz de produzi-los, a mesma também
apresenta a capacidade de quelante e estabilizadora de ferro através da inducdo de enzimas antioxidantes como a
metalotioneina que é uma proteina queladora.

De acordo com Silver e Hobmam (2007), os micro-organismos apresentam resisténcia a maioria dos metais,
ocorrendo normalmente por sistemas de efluxo capazes de remover os metais do citoplasma ou quelacdo intra ou extracelular
do xenobidtico.

Dados da literatura mostraram que a quercetina ndo demonstrou atividade antifingica quando testada contra as
linhagens padréo de C. albicans ATCC 40227 e C. krusei ATCC 6538 (Veras et al., 2011).

Morais- Braga (2013) relata que os micro-organismos apresentam as suas especificidades genéticas e isso é

consideravel para explicar a diferenca da atividade nos resultados apresentados anteriormente.

4. Consideracdes Finais

Os resultados obtidos neste estudo s@o pioneiros e o primeiro associando a acéo citoprotetora da quercetina contra o
cloreto de bario. O estudo indica que o flavonoide quercetina apresenta-se como uma possivel alternativa de produto natural
com efeitos de protecdo celular, provavelmente, devido a atividade antioxidante desta substancia. O efeito citoprotetor foi
verificado no modelo procaridtico de bactéria, quando a quercetina foi associada ao cloreto de bario em baixas concentracfes
promovendo assim o crescimento da cepa bacteriana. No entanto, ndo foi capaz de reverter a toxicidade causada pelo cloreto
de bério quando utilizada em modelo eucaridtico, em associagdo a cepa fangica.

Embora o cloreto de bario seja um agente citotoxico em diversas espécies de organismos, percebeu-se que seu
complexo com a quercetina pode atenuar estes efeitos. Os testes de toxicidade, utilizando micro-organismos e vegetais,
constituem recurso pratico de boa sensibilidade na indicagdo qualitativa da presenca de substancias citoprotetoras que podem

ser usadas no combate aos danos ambientais, produzidos pelo acimulo de metais toxicos.
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Estes resultados abrem a possibilidade para o desenvolvimento de estudos complementares e a possivel aplicagdo em
ambientes contaminados, mais estudos sdo necessarios para observar o efeito de sua aplicagdo em areas poluidas, utilizando

por exemplo, outros modelos de organismos para avaliar o seu comportamento citoprotetor.
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