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Resumo: Os metais pesados sdo potentes poluentes ambientais que podem causar sérios danos a aos
seres vivos quando em contato prolongado. O mercdrio, metal com elevada capacidade de
bioacumulagdo no solo e em ambientes aquaticos, pode atingir uma cadeia bioldgica e bioacumular-se,
representando um alto risco aos organismos vivos. O Stryphnodendron rotundifolium Mart.,
popularmente conhecido como “barbatimao” bastante citado quanto ao seu uso popular em virtude das
propriedades antimicrobianas e de suas funcdes bioldgicas referente a atividade antioxidante, pode ser
uma alternativa para a protecdo ambiental contra metais pesados. O presente estudo objetiva avaliar o
efeito citoprotetor S. rotundifolium, contra cloreto de mercario (HgCl;) em modelos microbianos
(bactérias e fungos). Para tanto, realizou-se a determinagdo da Concentragdo Inibitoria Minima (CIM)
e, a partir desta, a avaliacdo do potencial toxico do HgCl, por meio do uso de placas estéreis de
microdiluicdo. O extrato foi utilizado nas concentragdes subinibitérias de 32 e 64 pg/mL para bactérias
e de 128 e 256 pg/mL para fungos e o HgCl. na concentracéo inicial de 1mM. Observou-se que 0 extrato
em questdo apresentou leve efeito citoprotetor em modelos bacterianos e ndo apresentou tal efeito em
cepas fungicas. Vale ressaltar ainda que, nesse ultimo, extrato potencializou o efeito tdxico do,
promovendo a morte dos fungos em concentra¢des menores do metal. Acredita-se que tal fato possa ser
explicado pelos efeitos antimicrobianos atribuidos ao S. rotundifolium, devido ao seu elevado contetdo
de taninos, o que requer estudos mais aprofundados para maiores conclusdes.
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EVALUATION OF POTENTIAL CYTOPROTECTIVE Stryphnodendron
rotundifolium Mart., AGAINST TOXIC EFFECTS OF MERCURY CHLORIDE

Abstract: Heavy metals are potent environmental pollutant that can cause serious damage to living
beings when in prolonged contact. Mercury, metal with high bioaccumulation capacity in soil and
aquatic environments, can reach a biological chain and bioaccumulate up, representing a high risk to
living organisms. Stryphnodendron rotundifolium Mart., popularly known as "barbatim&o™ widely cited
as to its popular use because of antimicrobial properties and their biological functions related to
antioxidant activity, may be an alternative to environmental protection against heavy metals. This study
aims to evaluate the effect cytoprotective S. rotundifolium, Against mercuric chloride (HgCI2) in
microbial models (bacterium and fungi). The extract was subinibitory used in concentrations of 32 and
64 ug/ml for bacterium and 128 and 256 ug/ml for fungi and HgCI2 in the initial concentration of ImM.
It was observed that the statement in question showed a slight cytoprotective effect on bacterial models
and did not show such an effect on fungal strains. It is also worth mentioning that in the latter,
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potentiated the toxic effect of the extract, promoting the death of fungi at lower metal concentrations.
For this purpose, we carried out to determine the Minimum Inhibitory Concentration (MIC) and, from
this, the evaluation of potential toxic HgCI2 through the use of sterile plates microdilution. It is believed
that this fact can be explained by antimicrobial effects attributed to S. rotundifolium, due to its high
tannin content, which requires further study further conclusions.

Keywords: Cytoprotection, Stryphnodendron rotundifolium. Biological functions.

Introducéo

Os metais pesados sdo substancias quimicas naturalmente encontradas em pequenas
concentracfes na atmosfera, nos solos, nas aguas e no conjunto de seres vivos de uma regiao,
porém, com a resultante atividade humana tanto industrial quanto urbana, as concentracfes destes
metais vém se elevando, ocasionando contaminag¢fes no ambiente e, consequentemente, Sérios
riscos por exercerem acao inibitdria nos diversos organismos podendo prejudicar seu crescimento,
morfologia, metabolismo e também sua reproducdo (LACERDA; MIGUENS, 2011).

O Cloreto de Mercurio (HgCl.) é o principal representante de compostos de mercdrio (Hg),
que é um metal liquido pesado, inodoro e de facil volatilizacdo, o qual pode se apresentar em
diferentes formas na atmosfera, sendo que nem todas sao identificadas devido a complexidade do
ciclo global (LIMA et al., 2009).

O mercurio é um dos elementos presentes na superficie terrestre com maior frequéncia na
lista de metais pesados (CETESB, 2001). A toxicidade do mercurio provoca mudancas no sistema
nervoso dos seres humanos, pois uma vez absorvido pelo organismo o mesmo é distribuido
primeiramente para o sistema nervoso central e rins (VERBEL; RESTREPO, 2002; SWIFT,
1997).

Dentre as classes com caracteristicas antioxidantes estdo os compostos fendlicos, onde a
atividade antioxidante desses compostos deve-se especialmente as suas propriedades redutoras e
estrutura quimica. Estas particularidades desempenham um papel importante na neutralizacéo ou
sequestro de radicais livres e quelacdo de metais de transicdo, agindo tanto na etapa de iniciacao
como na propagacao do processo oxidativo (HASLAM, 1996; SOARES, 2002; SHETTY et al.,
2005).

O género Stryphnodendron Mart., pertencente a familia Fabacea, inclui cerca de 48
especies, todas nativas do Cerrado brasileiro. A casca do caule de varias destas espécies contém
cerca de 20% de taninos estes que tem a capacidade de complexar com ions metalicos dando

origem a estruturas quelatadas e sendo eficaz na protecdo das plantas contra ataques de insetos e
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ainda confere as espécies que os contém em considerdvel concentracdo, acdo bactericida e
fungicida (LAKS, 1991).

O Stryphnodendron rotundifoliun Mart., popularmente conhecido como Barbatimao ¢ uma
espécie tipica da Chapada do Araripe, bastante citada quanto ao seu uso na pratica popular, em
virtude das propriedades antimicrobianas da casca do caule dessa espécie, sendo também utilizada
na medicina tradicional devido os extratos terem fungdes biologicas referente a atividade
antioxidante e também principalmente por ser rica em taninos (CRONQUIST, 1988; SANTOS e
MELLO, 2004).

Avaliar o efeito citoprotetor Stryphnodendron rotundifolium Mart., contra cloreto de mercurio

(HgCl2) em modelos microbianos (Fungos e Bactérias).

Material e Métodos

Material Vegetal

A coleta do material para preparo da exsicata da espécie Stryphnodendron rotundifolium
Mart., e para obtencdo do seu Extrato Hidroetandlico — EHSR foi realizada, de acordo com
Oliveira (2010) na Fazenda Barreiro Grande, Crato-Ceard, em area de Cerrado da Chapada do
Acraripe. Os procedimentos para preparo da exsicata seguiram as recomendacdes descritas por Di
Stasi (1996), sendo a mesma depositada no Herbario Caririense Dardano de Andrade-Lima —
HCDAL da Universidade Regional do Cariri — URCA, sob 0 nimero 4661.

Microorganismos

Os microorganismos utilizados foram Escherichia coli 06 e a Candida krusei 02 cedida

pelo Laboratério de Micologia da Universidade Federal da Paraiba — UFPB.

Preparacdo do Extrato Hidroetanolico de Stryphnodendron rotundifolium Mart — EHSR

O material vegetal, no caso as cascas secas de Stryphnodendron rotundifolium Mart.
(3710,59) foi submetido a extracéo a frio com agua e etanol a 99,99% na proporcao de 1:1 (8,7L
de solvente), sendo o solvente etandlico removido por meio do rotaevaporador (modelo Q-344B-
Quimis, Brasil), obtendo-se 627,89 de extrato bruto apds o processo de liofilizagdo (OLIVEIRA,
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2010). A opcéo pelo extrato hidroetandlico se deu devido a maior concentragdo de fenois no
EHSR (102.7 + 2.8) quando comparado com suas folhas (93.8 = 9.1 pg de fenol/mg da planta)
(COSTA et al., 2012).

Concentracédo Inibitéria Minima (CIM)

A determinacéo da Concentracdo Inibitéria Minima (CIM) foi realizada pelo método de
microdiluicdo em caldo. O in6culo foi depositado em solucdo salina para formar uma suspensao
de 10° Unidades Formadoras de Col6nia por mililitro (UFC/mL). A concentracdo do extrato
variou de 1024-8 pug/mL. Uma solucdo contendo 900 uL BHI a 10% e 100 uL do inéculo foi
colocado em cada eppendorf. Em seguida foram distribuidos 100 uL desta solucdo em cada
cavidade da placa de microdiluicdo e logo apo6s adicionaram-se 100 uL do produto natural na
primeira cavidade, sendo passado para as demais, através de sucessivas dilui¢fes na proporcao de
1:1, até a penultima cavidade, sendo a Ultima cavidade reservada para controle (meio + inoculo).
As placas foram colocadas na estufa a 35 °C, por um periodo de 24 horas (JAVADPOUR et al.,
1996).

Para evidenciar a CIM das amostras, foi preparada uma solucédo indicadora de resazurina
sodica (Sigma) em agua destilada estéril na concentracao de 0,01% (p/v). Apos a incubacédo, 20
uL da solugéo indicadora foram adicionadas em cada cavidade e as placas passaram por um
periodo de incubacdo de 1 hora em temperatura ambiente. A mudanga de coloracao azul para rosa,
devido a reducdo da resazurina indicou o crescimento bacteriano (MANN; MARKHAN, 1998;
PALOMINO et al., 2002), auxiliando a visualizacdo da CIM, que foi definida como a menor

concentragéo capaz de inibir o crescimento microbiano, evidenciado pela cor azul inalterada.

Avaliacéo do Potencial Citoprotetor em Modelo Microbiano contra Cloreto de Mercurio

Para a avaliacdo do efeito protetor do extrato de Stryphnodendron rotundifolium contra o
metal pesado, foram preparados eppendorfs contendo concentragdes sub-inibitorias das amostras
e suspensdes de 10° UFC/mL de E. coli em meio BHI a 10% e eppendorfs com 10° UFC/mL de
C. krusei em meio Sabouraud Dextrose Agar. Cada solucéo foi distribuida nas cavidades da placa
de 96 pogos. Logo em seguida 100 pL de cloreto de mercurio foram adicionados, a maior do
mesmo na primeira cavidade seguindo com sucessivas microdilui¢Bes até a penultima cavidade.
A concentracdo do metal variou de 500 a 0,49 uM. As placas de microdilui¢do foram incubadas

por 48 h a 35 °C, em estufa. Em seguida, a Concentragdo Bactericida Minima (CBM) e a
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Concentracdo Fungicida Minima (CFM) foram determinadas como as menores concentragdes
capazes de matar o crescimento dos microrganismos. Foram utilizadas placas de petri com
Nutrient Agar - NA para transferéncia das solu¢des incubadas com bactérias, e para fungos com
Sabouraud Dextrose Agar — DAS. Uma aliquota de cada poco da placa de microdiluicdo foi
subcultivada nas placas com os referidos meios. Apds 24 horas de incubagdo a 35°C, leitura foi
realizada, com a finalidade de observacdo do crescimento das colonias. As leituras das CBM e
CFM foram realizadas com base no crescimento dos controles, sendo considerada CBM e CFM,
as menores concentraces das amostras capazes de inibir crescimento visivel do subcultivo
(SHADOMY; ESPINELINGROFF; CARTWRIGHT, 1985).

Resultados e Discussoes

A partir do teste para determinagdo da CIM, as concentragcOes caracterizadas como
Concentracdo Bactericida Minima (CBM) e Concentracdo Fungicida Minina (CFM) foram,
respectivamente, 256 pug/mL e 1.024 pg/mL.

Para avaliacdo do efeito citoprotetor, realizado em sextriplicata, foram utilizadas as
seguintes concentragdes subinibitorias do extrato: para bactérias 32 pg/mL e 64 pg/mL
(correspondendo a CBM/8 e CBM/4) e para fungos 128 pg/mL e 256 pg/mL (CFM/8 e CFM/4).

Os dados apresentados na tabela 1, relativos ao efeito citoprotetor em cepas bacterianas
multirresistentes de Escherichia coli 06, ndo apresentaram resultado significativo em relacdo ao

controle, mesmo diante de duas concentracdes diferentes do extrato.

Tabela 1: Efeito citoprotetor do EHSR contra HgCl, em modelo bacteriano
(EHSR - Extrato Hidroetanolico de Stryphnodendron rotundifolium; HgCl, —
Cloreto de Mercdrio; n = nimero de repeticdes).

N Controle HgCIl2 (mM) | EHSR 32 pg/mL | EHSR 64 pg/mL
1 0,5 >0,5 >0,5
2 >1,0 >0,5 >0,5
3 >1,0 0,5 0,5
4 >1,0 >0,5 >0,5
5 >1,0 0,5 0,5
6 >1,0 0,063 0,5

Fonte: Dados da Pesquisa.
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Esse fato pode ser explicado em virtude de 0s microrganismos serem naturalmente
resistente a maioria dos metais, resisténcia esta atribuida a mecanismos celulares de efluxo, os
quais, segundo Silver e Hobman (2007), removem metais do citoplasma para o sequestrante
extracelular do contaminante.

Além disso, espécies deste género tém acles antibacterianas e antifingicas, o que fazem
com que elas sejam bastante utilizadas pela medicina popular principalmente em processos
inflamatdrios e diarreia (VASCONCELOS et al., 2004; SOUZA et al., 2007). Isso pode
comprometer seu efeito citoprotetor em bactérias e fungos, uma vez que o extrato apresenta acoes
contra esses microrganismos.

A partir do exposto, ndo se pode atribuir efeito citoprotetor ao extrato de Stryphnodendron
rotundifolium.

Entretanto, é possivel encontrar atividades citoprotetoras em modelos microbianos a partir
de extratos. Estudos realizados por Sobral-Souza et al., (2014) utilizando o extrato etandlico de
Eugenia jambolana Lam., detectaram, em linhagens bacterianas similares, efeito de protegéo leve
do extrato contra cloreto de mercurio em relacdo ao controle do metal.

Ja a tabela 2 apresenta os dados do efeito citoprotetor do EHSR em cepas de Candida
krusei 02:

Tabela 2: Efeito citoprotetor do EHSR contra HgCl. em modelo fungico (EHSR -
Extrato Hidroetandlico de Stryphnodendron rotundifolium; HgCl, — Cloreto de
MercUrio; n = nimero de repeticdes).

N Controle HgCIl2 (mM) | EHSR 128 pg/mL | EHSR 256 pg/mL
1 0,016 0,009 0,016
2 0,016 0,016 0,016
3 0,016 0,016 0,016
4 0,016 0,016 0,016
5 0,016 0,016 0,016
6 0,016 0,031 0,009

Fonte: Dados da Pesquisa.
O que se pode de fato observar é que houve, embora de maneira discreta, um aumento na

toxicidade do mercurio, uma vez que houve crescimento fingico em concentragdes menores do

metal quando comparado ao crescimento relativo ao controle de HgCl; isolado. Esperava-se que
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houvesse crescimento microbiano em maiores concentragdes do metal, o que evidenciaria efeito
citoprotetor.

Apesar da conhecida atividade antioxidante do extrato em estudo, atribuida a presenca
elevada de taninos em sua composicao fitoquimica (CRONQUIST, 1988; SANTOS; MELLO,
2004), aliada a sua capacidade de complexacdo com ions metélicos, atividade antioxidante e
sequestradora de radicais livres e habilidade de formar complexos com proteinas e polissacarideos
(SANTOS; MELLO, 2007), acredita-se que esses mesmos componentes sejam 0S responsaveis
pelo aumento do efeito toxico do mercario, uma vez que apresentam também atividades

antifungicas comprovadas.

Conclusodes

A partir da analise dos dados, observou-se que o extrato hidroetandlico de
Stryphnodendron rotundifolium Mart. ndo apresentou efeito citoprotetor contra cloreto de
mercUrio em modelos microbianos (bactérias e fungos), ressaltando-se ainda que, em cepas
fangicas, 0 mesmo potencializou o efeito toxico do metal pesado.

Tal fato pode ser atribuido ao seu alto teor de taninos, que embora confiram, dentre outras,
acao antioxidante ao extrato, sdo responsaveis também por efeitos de natureza antifungica.

Sugere-se, portanto, que estudos mais aprofundados sejam realizados a fim de esclarecer
tais resultados encontrados.
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