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AVALIACAO ATIVIDADE ANTIBACTERIANA, ANTIFUNGICA E
CITOPROTETORA DA QUERCETINA FRENTE A ACAO TOXICA DO CLORETO
DE BARIO

Francisco Eduardo Tavares Mendes!: Celestina Elba Sobral de Souza?
RESUMO

O objetivo deste trabalho foi avaliar a atividade antibacteriana, antifingica e citoprotetora da
quercetina frente a toxicidade do cloreto de bario. A solugdo teste foi preparada a partir da diluigéo
de 0,01 g do composto em 1ml de DMSO, em seguida foi realizado dilui¢cGes afim de obter diferentes
concentracdes. A Concentracdo Inibitéria Minima (CIM) foi obtida através de microdilui¢do em caldo
para a leitura dos ensaios com a bactéria, uma solucdo de resazurina sodica foi adicionada em
cada cavidade (20 pL) e as placas foram incubadas por 1 h em temperatura ambiente. A
avaliacdo do efeito citoprotetor da quercetina ao cloreto de bario, foram preparados eppendorfs
contendo concentracéo sub-inibitdria da amostra e suspensdes de 10° UFC / ml de Escherichia
coli 06 (EC 06) e Candida albicans (CA 40006) em meio BHI 10%. A solucéo foi distribuida
na placa de microdiluicdo. Logo em seguida foi adicionado 100 pL do cloreto de bario na
primeira cavidade seguindo com sucessivas microdiluicbes até a penultima cavidade. O
potencial antioxidante da substancia foi avaliado usando o método in vitro de fotocolorimétrica
o DPPH (1,1-difenil-2-picril-hidrazilo), todas as leituras foram realizadas em triplicata, e com
a média de dados obtidos, foi obtida a diferenca de absorbancia entre as amostras. A quercetina
néo apresentou acdo no CIM, com resultado de > 1024 pg/ml. Foram observados que a quercetina
apresentou efeito citoprotetor frente a Escherichia coli. Conclui-se que a quercetina nao apresentou
atividade antibacteriana, contudo, quando associado ao cloreto de bario a quercetina apresentou
resultados positivos relacionado a a¢do da sua atividade citoprotetora.

Palavras-chave: Antibacteriana. Antifungica. Antioxidante. Citoprotetora. Quercetina.

EVALUATION ANTIBACTERIAL, ANTIFUNGAL AND CYTOPROTECTOR
ACTIVITY OF QUERCETINE INTO THE TOXIC ACTION OF BARIUM
CHLORIDE

ABSTRACT

The objective of this study was to evaluate the antibacterial, antifungal and cytoprotective
activity of quercetin against barium chloride toxicity. The test solution was prepared by diluting
0.01 g of the compound in 1 ml of DMSO, then diluting it to obtain different concentrations.
The Minimum Inhibitory Concentration (MIC) was obtained by broth microdilution to then
read the bacterial assays, a sodium resazurin solution was added to each well (20 pL) and the
plates were incubated for 1 hour at room temperature. To evaluate the cytoprotective effect of
quercetin to barium chloride, eppendorfs containing sub-inhibitory concentration of the sample
and suspensions of 10° CFU / ml of Escherichia coli 06 (EC 06) and Candida albicans (CA
40006) in 10% BHI medium were prepared. The solution was distributed on the microdilution
plate. Immediately after, 100 puL of barium chloride was added to the first well, following
successive microdilutions to the second to last well. The antioxidant potential of the substance
was evaluated by using the in vitro photocolorimetric method DPPH (1,1-diphenyl-2-
picrilnydrazyl), all readings were taken in triplicate, and with the mean data obtained, th
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absorbance difference between the samples was for circunstancce obtained. Quercetin had no
action on MIC, with a result of > 1024 png / ml. It was observed that Quecertin had a
cytoprotective effect against Escherichia coli. It was concluded that quercetin did not present
antibacterial activity, however, when associated with barium chloride the quecertin showed
positive results related to the action of its cytoprotective activity.

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

1 INTRODUCAO

Os metais pesados quando expostos no meio ambiente tém a capacidade de gerar
contaminacdo no solo e demais ecossistemas, isso pode acontecer de maneira natural e/ou
antropica 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 alteracdes como:
inibir o crescimento de vegetacGes, inibir a atividade microbiana alterando também a
biodiversidade da mesma (LIMA, 2012; MARTINS, 2009).

Em meio a todos os metais pesados podemos citar o bario; metal que comumente nao
se apresenta livre no ambiente, naturalmente encontra-se como um elemento traco (ETS)
constituindo rochas e sedimentares, a agua pode ser um dos principais meios de transporte
responsavel por carrear o bario disseminando ainda mais a contaminacdo. Outra maneira de
liberacdo do bario € através da disposicdo de residuos provenientes da producdo de fogos de
artificio, fabricacdo de vidro e o uso de defensivos agricolas. O aumento do béario esta
proporcionalmente ligado as exploracdes intensas que sao feitas nas reservas minerais, e assim
ocorre a liberacdo de residuos que se encontrardo dispersos ao redor do solo explorado (LIMA
etal., 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 &gua
ou no estbmago, como, por exemplo compostos como o acetato de bario onde o mesmo €
soltvel em agua e pode apresentar reacdes toxicas devido as dilui¢cdes, outro exemplo € o
carbonato de bario que acaba sendo insoltuvel em agua porém possui solubilidade quando em
contato com o estbmago trazendo entdo efeitos nocivos ao organismo como hipocalemia, e
riscos cardiovasculares (SAVAZZI, 2008).

A liberacdo do bario também ocorre através da disposi¢édo de residuos provenientes da
producéo de fogos de artificio, fabricagcdo de vidro e o uso de defensivos agricolas. O aumento
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reservas minerais, e assim ocorre a liberagcdo de residuos que se encontrardo dispersos ao redor
do solo explorado (SAVAZZI, 2008).

Diferentes metodologias sdo utilizadas para o tratamento de solos contaminados, como
destague temos a biorremediacdo que tem como intuito utilizar seres vivos como micro-
organismos e plantas. Na &rea da biorremediacdo encontra-se a fitorremediacéo, 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 et al., 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, avan¢os 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 prevencao de
desencadeamento das reacdes oxidativas (ANDREO; JORGE, 2006; SHAHIDI,
ALASALVAR; LIYANA-PATHIRANCAS, 2007; LAMEGO; VIDAL, 2007, BALUNAS et
al., 2006; VARANDA et al., 2006).

Dentre esses principios ativos estdo os flavonoides, e geralmente estdo presentes em
folhas, flores, raizes e frutos das plantas, esses subdividem-se em diferentes classes e as
principais sdo os flavondis, flavona, flavanonas, antocianinas, flavanas. Os flavonoides séo
capazes de eliminar radicais livres, inibir enzimas envolvidas na producéo de radicais livres e
até mesmo regenerar (limitada) as membranas celulares, porém, sua sintese ndo ocorre em seres
humanos (BOBBIO; BOBBIO, 2003; FLAMBO, 2013).

A quercetina é um dos flavonoides encontrados em maior quantidade na dieta humana
e isso acontece porque 0 mesmo apresenta-se em abundancia 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, antifingica, protetores cardiovasculares,
hepéticos e da filtracdo renal (SIMOES et al., 2013).

O objetivo deste trabalho foi avaliar a atividade antibacteriana, antifingica e

citoprotetora da quercetina frente a agdo tdxica do cloreto de bario.



2 MATERIAIS E METODOS

2.1. SUBSTANCIAS

O flavonoide Quercetina foi adquirido na Sigma® (St. Louis, USA). O cloreto de bario
foi adquirido da Vetec Quimica Fina LTDA.

2.2. MICRO-ORGANISMOS

Os micro-organismos utilizados foram a bactéria Escherichia coli 06 (EC 06) e a
Candida albicans 40006 (CA INCQS 40006), fornecidos pelo Laboratorio de Micologia da
Universidade Federal da Paraiba - UFPB e FIOCRUZ por meio do Instituto Nacional de
Controle de Qualidade em Saude (INCQS), respectivamente, e cedidos pelo Laboratorio de
Microbiologia e Biologia Molecular (LMBM- URCA) e Laboratorio de Micologia Aplicada do
Cariri (LMAC- URCA).

2.3 CONCENTRACAO INIBITORIA MINIMA (CIM)

A Concentracdo Inibitéria Minima (CIM) foi realizada pelo método de microdiluicdo
em caldo. Para a leitura dos ensaios com a bactéria, uma solucdo de resazurina sédica e agua
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 inibi¢do do crescimento os
pogos que permaneceram com a coloragdo azul e néo inibicdo os que obtiveram coloracéo
vermelha, quando avaliado para bactéria, ou a auséncia de turvacdo no meio, quando avaliado
para fungos. A Concentracdo Inibitéria Minima (CIM) foi definida como a menor concentracao
capaz de inibir o crescimento bacteriano e flngico nas cavidades da placa de microdiluicdo
conforme detectado macroscopicamente (NCCLS, 2003; JAVADPOUR et al., 1996).

2.4 AVALIACAO DO POTENCIAL CITOPROTETOR EM BACTERIA E FUNGO
CONTRA CLORETO DE BARIO

Para a avaliacdo do efeito protetor da quercetina ao cloreto de bério, foram preparados
eppendorfs contendo concentracio sub-inibitdria da amostra (128 pg/mL) e suspensdes de 10°
UFC / ml de Escherichia coli 06 (EC 06) e Candida albicans (CA 40006) em meio BHI 10%.



A solucdo 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
microdiluicdes até a pendltima cavidade. A concentracdo do metal variou de 10 mm a 0,00244
mm as placas de microdiluicdo foram incubadas por 48 h a 37 °C, em estufa (SOUZA et al.,
2018, adaptado).

Em seguida, as concentracdes bactericidas minimas (CBM) e fungicidas minimas
(CFM) foram determinadas como a menor concentracéo capaz de matar toda a populagédo dos
micro-organismos. Foram utilizadas placas de Petri com Agar Heart Infusion (HIA) para
transferéncia das solucGes incubadas em placas de microdiluicdo. Uma aliquota de cada poco
da placa de microdiluicdo foi subcultivada em placas de HIA. Apds 24 horas de incubacéo a 35
+ 2 °C, foi realizada a leitura, com a finalidade de observacéo do crescimento das colénias. As
leituras da CBM e CFM foram realizadas com base no crescimento dos controles microbianos,
sendo considerada CBM e CFM, a menor concentragdo do extrato e fragdes que inibiu o
crescimento visivel do subcultivo (SHADOMY et al., 1985).

2.5 ENSAIO ANTIOXIDANTE DPPH

Foram preparadas solucGes com diferentes concentracGes de quercetina (250, 125, 50,
25, 10 e 5 pg/mL) em triplicata. Em um tubo foram misturados 100 pL da solugéo da amostra
e 3,9 mL de solucéo 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 pL de metanol. A curva padrdo foi determinada realizando leituras no
mesmo comprimento de onda (515 nm), porém com solucbes de DPPH em diferentes
concentragdes (10 uM, 20 uM, 30 uM, 40 uM, 50 uM e 60 uM), sendo o branco determinado
por metanol (SANCHEZ-MORENO, 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 o0 controle negativo foi
calculado, e o percentual das atividades antioxidantes (AA) obtidos por regressao 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
(CEso) (NASCIMENTO et al., 2017).
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2.6 ANALISES ESTATISTICAS

Todas as determinacdes foram realizadas em triplicata e os resultados dos ensaios
microbiologicos foram analisados através do calculo das medias geométricas, utilizando

software Graphpad Prism, verséao 5.0.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 CONCENTRACAO INIBITORIA MINIIMA (CIM)

Conforme os resultados expressos na Tabela 1 a quercetina expressou resultados
analogos tanto para atividade antibacteriana quanto para atividade antifungica apresentando
CIM > 1024 png/mL, mostrando assim que a substancia ndo apresentou atividade bacteriana e
fungica.

Tabela 1: concentracdo inibitoria minima da quercetina
ESPECIE BACTERIANA ESPECIE FUNGICA

Escherichia coli 06 Candida albicans 40006

CIM > 1024 pg/mL > 1024 pg/mL

FONTE: Dados da pesquisa (2019)

Devido ao aumento da resisténcia bacteriana as 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 CAMARGO, (2008) ele mostra que a quercetina nado
apresentou atividade antibacteriana sobre o Staphylococcus aureus na maior concentracdo
utilizada (120 ug/mL) na metodologia de Concentracao Inibitoria Minima (CIM).

Pesquisas realizadas por NEGREIROS (2012) mostra que extratos metandlicos onde
havia a presenca de quercetina e outros tipos de flavonoides apresentaram atividades
fungiostaticas contra variadas cepas de Candida realizados pela metodologia de CIM onde a
concentracdo minima utilizada foi de 125 pg/mL.

CAMARGO; RADDI, (2008) menciona que a quercetina pode apresentar discrepancias

de resultados em testes de atividade antibacteriana e isso pode acontecer por fatores como a
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utilizacdo de diferentes tipos de cepas de bactérias e também relacionado a metodologia que foi

utilizada.
3.2 CONCENTRACAO BACTERICIDA MINIMA E FUNGICIDA MINIMA (CBM E CFM)

O gréfico 1 mostra a associa¢do da quercetina ao cloreto de bario a fim de analisar a
acao desse composto frente ao teste de CBM e CFM. Os resultados mostram que a quercetina
apresentou resultado citoprotetor satisfatorio quando associado a bactéria contra a toxicidade
do cloreto de bario, mostrando assim um efeito sinérgico. No entanto, a substancia nao

apresentou efeito citoprotetor quando associado a linhagem flngica.

6-
1 Controle

Bl Modulagéo

ns

Concentragdo pg/ml
w
1

1 I CFM 1

Em estudo realizado por MEJIA (2017) a quercetina-3-O-a-L-ramnopiranosideo
(quercetrina) apresentou atividade citoprotetora na linhagem HepG2 contra a intoxicacao
induzida por metilmercurio (15u), onde esse efeito de protecdo celular aconteceu devido ao
sinergismo entre a atividade antioxidante e dos polifendis e da atividade enzimatica que sdo
responsaveis por conservar a linhagem hepética.

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 quelacéo intra ou extracelular do xenobiotico.

Dados da literatura mostraram que a quercetina ndo demonstrou atividade antifungica
guando testada contra as linhagens padréo de C. albicans ATCC 40227 e C. krusei ATCC 6538
(VERAS et al., 2011).
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MORAIS- BRAGA (2013) relata que 0s micro-organismos apresentam as suas
especificidades genéticas e isso é consideravel para explicar a diferenca da atividade nos

resultados apresentados anteriormente.

3.3 ATIVIDADE ANTIOXIDANTE PELO METODO DE DPPH

O valor da atividade antixiodante da quercetina realizado pela metodologia de sequestro
de radical livre DPPH esté representado na Tabela 1, podendo ser observado através da CEsqo.
Quanto mais baixo for o valor da CEso maior é a poténcia antioxidante da substancia. Observa-
se assim que a quercetina apresenta capacidade antioxidante mais efetiva quando comparado
ao seu controle, o &cido ascorbico.

A atividade antioxidante de compostos fendis como a quercetina deriva da sua
capacidade de oxido-reducdo atuando diretamente na absorcéo e neutralizacéo dos radicais livre
que sao gerados pelo metabolismo celular ou por fonte exdgena, essa protecdo antioxidante ira
interferir diretamente na formacdo de lesdes e perda da integridade celular (PEREIRA;
CARDOSO, 2012).

Tabela 1: Atividade Sequestrante calculada em termos de (CEso) 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 padrdo da média.

4 CONCLUSAO

Os resultados deste estudo demonstraram que a quercetina ndo apresentou atividade
antibacteriana e antifungica. Contudo a substancia em associacao ao cloreto de bario apresentou
atividade citoprotetora bacteriana, e esta atividade pode esté relacionada ao efeito antioxidante
do flavondide utilizado, a quercetina. Nesse sentido, esses resultados abrem a possibilidade para
0 desenvolvimento de estudos complementares e a possivel aplicacdo em ambientes

contaminados.
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