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RESUMO

As atividades realizadas pelo homem, seja na mineragdo, na inddstria, entre outras, vém
contribuindo para 0 aumento da contaminacéo no solo por metais toxicos, como por exemplo,
0 mercurio. Este metal é encontrado em pequenas concentragdes, porém bem distribuido na
crosta terrestre. Possui elavada toxicidade, podendo ligar-se a proteinas causando bloqueio de
enzimas. Os compostos fendlicos possuem atividade antioxidante, conseguindo quelar alguns
metais de transicdo. O objetivo do trabalho foi avaliar a atividade antioxidante dos taninos,
acido galico, acido caféico e pirogalol e seu efeito citoprotetor em modelos procarioto,
eucarioto unicelular e vegetal. Para determinacdo da atividade antioxidante, foi utilizado o
radical DPPH e também a quelacdo de ions ferro, onde as trés substancias acima citadas,
demonstraram um elavado potencial antioxidante, em alguns pontos apresentando valores
préximos ao controle. Para os testes microbiologicos, foi feito a microdiluicdo seriada,
obtendo-se assim o valor da Concentracdo Inibitéria Minima (CIM), e a partir da
concentracdo subinibitoria, foi determinado a Concentracdo Bactericida Minima (CBM) e
Fungicida Minima (CFM). O &cido galico apresentou uma citoprotecdo ao modelo fungico,
conferindo um maior nimero de sobrevivéncia do microrganismo na presenca do cloreto de
mercurio quando o produto também estava presente. Para avaliar o efeito citoprotetor em
sementes de Lactuta sativa, foi utilizado uma concentracdo sub-alelopatica do produto
(32pg/mL) e diferentes concentragdes do metal toxicos (1,25, 0,5, 0,05 e 0,01mM). O produto
conferiu uma citoprotecdo as sementes de alface permitindo que houvesse um maior
alongamento das cauliculas e radiculas e também permitiu um melhor desenvolvimento
dessas partes. Esses resultados se mostram além de inovadores, promissores, para que se

permita um melhor crescimento de vegetais em solos contaminados por metais pesados.

PALAVRAS-CHAVE: Metal pesado; Taninos; Citoprotecao



ABSTRACT

The activities carried out by man, whether in mining, in industry. among others, have
contributed to the increase of soil contamination by heavy metals, such as mercury. This
metal is found in small concentrations, but well distributed in the earth's crust. It has high
toxicity, being able to bind to proteins causing enzyme blockade. The phenolic compounds
have antioxidant activity, being able to chelate some transition metals. The objective of this
work was to evaluate the antioxidant activity of tannins, gallic acid, coffee, and pyrogallol and
to evaluate its cytoprotective effect in prokaryotic and unicellular and vegetable eukaryotic
models. For the determination of the antioxidant activity, the DPPH radical and the ion
chelation iron, where the three substances mentioned above, demonstrated a potential
antioxidant elavado, in some points presenting values close to the control. For the
microbiological tests, the serial microdilution was done, thus obtaining the Minimal
Inhibitory Concentration (MIC) value, and from the subinhibitory concentration, Minimal
Bactericidal Concentration and Minimum Fungicide (CBM) and (CFM) were determined,
respectively . Gallic acid presented a cytoprotection to the fungal model, conferring a greater
number of survival of the microorganism in the presence of mercury chloride when the
product was also present. To evaluate the cytoprotective effect in Lactuta sativa seeds, a sub-
allelopathic product concentration (32pg / mL) and different concentrations of heavy metal
(1,25, 0,5, 0,05 and 0,01mM) were used. The product conferred a cytoprotection on the
lettuce seeds allowing a greater elongation of the rootlets and radicles and also allowed a
better development of those parts. These results are in addition to promising innovators to

allow better plant growth in soils contaminated with heavy metals.

KEYWORDS: Heavy metal; Tannins; Cytoprotection
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1 INTRODUCAO

As atividades antropogénicas em diversos setores, como a industria, tem colaborado para
liberacdo de rejeitos organicos e inorganicos, como também de metais pesados no solo
(BHARGAVA et al.,, 2012). Estes ndo sdo biodegradaveis e causam toxicidade aos
organismos vivos (CHAVES, 2008).

Um desses metais € o mercario, que se encontra em pequenas concentracdes, e se
apresenta na forma organica e inorganica, possuindo elevada toxicidade. A dimensdo dos
efeitos toxicos apresentados por ele, pode ter uma grande variacdo, dependendo por exemplo,
da dose exposta, do tempo de exposicdo na presenca do metal e a idade do individuo
(AZEVEDO, 1994; LACERDA, 2004; CLARKSON E MAGICIANS, 2006). Segundo a
OMS (2003) se esses sintomas aumentarem, o paciente pode vir a 6bito.

Procura-se alternativas para descontaminacdo desses ambientes, assim permitindo a
sobrevivéncia dos organismos existentes naquela area. Os vegetais apresentam metabolismo
secundario e um dos seus produtos sdo os compostos fendlicos, que advem da via do acido
chiguimico. Nestes compostos fendlicos, dentre outras atividades que possuem, pode-se citar
a antioxidante (SIMOES et al., 2007; OLIVEIRA et al, 2013).

Dentre esses compostos podemos citar os taninos. Estes sdo compostos fenolicos e
apresentam diversas atividades, como adstringente e habilidade de se ligar a proteinas,
possuindo elevado peso molecular. Os taninos podem ser facilmente encontrados em vaérias
partes das plantas, como casca, fruto e folhas. Apresentam também atividade antioxidante.
Dentre os taninos podemos citar o acido gélico, acido caféico e pirogalol. O &cido galico é o
acido 3,4,5-trihidroxibenzeno, o caféico tem formula quimica CgHgO4 € 0 pirogalol CsHsO3
(MEDONCA, et al., 2003; GODQY, 2007; SIMOES et al, 2007; PAES, et al 2005).

Esses taninos podem ser divididos em duas classes de acordo com sua estrutura quimica,
0s taninos condensados, que possui a ligacdo entre dois ou mais monémeros de flavan-3-diol
ou flavan-3-4-diol e os hidrolisaveis que possuem ligagdes éster-carboxilica. Dentre estes
podemos citar o acido galico, acido cafeico e pirogalol (ZUANAZZI, 2000; HAGERMAN;
BUTLER, 1978; PRASAD et al, 2010; ALHAN et al, 2011; HERGERT, 1989).

Antioxidantes sdo substancias que em pequenas concentracBes conseguem retardar,
dificultar ou até mesmo inibir a oxidacdo do substrato. Os compostos fenolicos possuem essa
atividade, podendo também quelar os metais de transicdo (ATOUI, A.K et al.,2005;
SOARES, S.E.,2002).
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Diante do exposto este trabalho teve como objetivo avaliar a atividade antioxidante do
acido gélico, acido caféico e pirogalol, como também avaliar o seu efeito citoprotetor em

modelo bacteriano, fungico e vegetal, contra acdo toxica causada pelo cloreto de mercurico.
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OBJETIVOS
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Avaliar a atividade antioxidante e citoprotetora do acido galico, acido caféico e

pirogalol em modelos procarioto e eucarioto frente a acéo toxica do cloreto de mercurio.

2.2 Objetivos Especificos

e Determinar a atividade antioxidante por DPPH do &cido gélico, acido caféico e
pirogalol;

e Determinar a acdo quelante do acido galico, acido caféico e pirogalol;

e Auvaliar a Concentracdo Inibitoria Minima dos taninos acima citados frente a bactéria e
fungo;

e Auvaliar a Concentracdo Bactericida e Fungicida Minima do acido gélico, acido caféico
e pirogalol,;

e Auvaliar o efeito citoprotetor dos taninos acima citados em modelo procarioto e
eucarioto unicelular frente a acédo toxica do cloreto de mercurio;

e Determinar a concentracdo alelopatica das substancias em modelo eucarioto vegetal,

e Auvaliar a atividade citoprotetora do acido galico, acido caféico e pirogalol em modelo

vegetal de Lactuta sativa frente a acdo tdxica do cloreto de mercurio;
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3 REVISAO DE LITERATURA

3.1 Metais Téxicos

O nome metal pesado é dado ao grupo tanto de metais como de metaloides que
possuem densidade maior que 4.000 kgm=, sendo encontrados naturalmente na crosta
terrestre (HASHIM, MUKHOPADHYAY, SAHU & SENGUPTA, 2011). Para Tsutiva
(1999), esses elementos possuem um numero atdmico maior que 20, e o termo metal pesado
pode também ser utilizado para fazer referéncia a elementos metais ou ametais que
contaminem o0 meio ambiente, causando toxicidade aos organismos vivos. Dentre eles
podemos citar o aluminio, chumbo, cobre, ferro, mercdrio, dentre outros.

As atividades realizadas pelo homem tanto na mineracao, industria e agricultura, tém
provocado alteragdes na biosfera, ao passo que libera rejeitos organicos, inorganicos e metais
pesados oriundos em grande parte dos rejeitos industriais (BHARGAVA et al., 2012). Estes
metais como possuem alta mobilidade e solubilidade, podem acumular-se na cadeia alimentar
e desta forma trazerem impactos relevantes a satde humana (BORBA et al., 2008).

Os metais sdo ndo degradaveis, o que resulta no acumulo dos mesmos ao longo da
cadeia trofica, apresentando toxicidade aos organismos vivos (CHAVES, 2008). Porém a
maioria das plantas, por exemplo, tem a capacidade de absorver ou degradar contaminantes
(CUNNINGHAM & OW, 1996), os metais de transicdo, como zinco e ferro, sdo necessarios
para que haja o crescimento normal da planta, desta forma apresentando funcdes no seu
metabolismo. Porém, em altas concentragdes podem causar genotoxicidade levando a
mutacdes (MACOVEI et al.,2010; RASCIO & NAVARI-1ZZ0, 2011).

Os metais pesados sdo encontrados em pequenas concentracdes nos solos e nos
organismos vivos (VALLE, 2012), e sdo colocados facilmente nos sistemas aquaticos através
de processos geoquimicos e intemperismo (YABE & OLIVEIRA, 1998). Desta forma, a
contaminacdo hidrica ndo se limita apenas ao consumo direto da agua, mas alastra-se nos
ecossistemas e nos meios de producdo alimentar humana. Um destes exemplos, é a
contaminagdo dos peixes por metilmercurio, que desta forma contamina outros niveis tréficos
(SANTOS et al., 2006).

Varios sdo os maleficios ocasionados pela intoxicacdo dos metais na saude do homem,
0S mesmo sdo descritos na literatura, sendo que a gravidade desta contaminagdo depende de

alguns fatores, como o0 grau em que houve a exposicdo ao metal, que pode resultar em
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prejuizos ao sistema nervoso central, ao figado, rins, esqueleto, como também ao sistema
hematopoiético (SEGURA-MUNOZ, 2002).

Determinados metais sdo de grande importancia bioldgica, como o ferro, zinco,
selénio, entre outros. Porém se eles estiverem presentes em altas concentragdes irdo acarretar
em danos a saude, desta forma se tornando um problema tanto de saide publica quanto
ambiental (VALLE, 2012).

Outro problema estd associado a aquisi¢do de fertilizantes, que envolve uma alta
demanda de &gua, desta forma ha uma apreensdo com o ultimo destino deste efluente como
também de como ele serd aproveitado. Sendo o setor das industrias constituida na mais
diversa e importante fonte de introducdo de metais pesados na &gua. Esta quando ndo ha o
tratamento eficaz, ocorre a bioacumulacéo na cadeia tréfica, a falta de oxigénio na dgua e na
vida dos organismo que ali vivem e a contaminagdo dos lengdis freaticos (JORDAO, et al.
1998).

Altas concentracfes de metais pesados sdo geralmente encontradas na natureza. Sendo
que elas podem tanto ocorrer naturalmente como também por acdo do homem, esta ultima
forma é decorrente de descargas tanto de esgotos domésticos quanto industrial (KABATA-
PENDIAS, 2001; PAULA, 2006; SEYLER; BOAVENTURA, 2003). Quando o metal
encontra-se na forma de cation ou ligado as proteinas, é considerado mais toxico, pois nesta
forma ele causa alteracdo nas propriedades celulares. Neste contexto pode-se citar o metal

mercUrio, que possui 0 Hg*2, como forma catidnica (BAIRD, 2002).

3.1.1 Mercurio

O mercario é encontrado em pequenas concentragdes, porém encontra-se bem
distribuido na crosta terrestre, podendo ser encontrado na forma organica ou inorganica. Nesta
Gltima pode estar em trés estagios de oxidagdo, o elementar (HgP), o ion mercuroso (Hg2?") e
o ion mercdrico (Hg?*). Quando esta na forma organica, temos por exemplo o metilmercdrio e
dimetilmercurico (AZEVEDO, 1994; MICARONI; BUENO; JARDIM, 2000).

Mesmo sendo encontrado naturalmente, a presenca deste metal no ambiente tem sido
intensificada por atividades produzidas pelo homem (NIU et al., 2013), como mineracao,
gueima de combustiveis fdsseis, fertilizantes agricolas, dentre outras, contribuindo para a

contaminacéo do solo por esse metal (RIBEIRO, 2013).
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O mercdrio é visto como um dos metais pesados que apresenta maior toxicidade.
Porém ele € capaz de sofrer biomagnificacdo em quase todos os niveis tréficos, sendo o
homem bem mais exposto a contaminacdo dele, por estar no nivel mais alto da cadeia
alimentar (UNEP, 2002). O mercurio encontrado dentro das células pode se juntar a
aminoacidos e causar por exemplo bloqueio de enzimas e horménios (LACERDA, 2004). Os
rins podem sofrer nefrite devido ao acumulo deste metal (RIBEIRO, 2013).

Os microrganismos conseguem fazer a transformacdo do mercurio inorganico em
organico, sendo esta forma de alta toxicidade para os humanos (HSU-KIM, 2013). A
quantidade de mercdrio pode ser identificada tanto no solo, como no ar e em amostras
bioldgicas (WHO, 2003). Muitas formas quimicas do mercurio no ambiente sdo volateis,

desta forma podendo atingir lugares distantes (MALM, 1993).

3.2 Compostos Fenolicos

Os compostos fendlicos sdo derivados do metabolismo secundario dos vegetais, e sdo
caracterizados por apresentarem na sua estrutura quimica um ou mais grupos fendis
(CABRITA et al., 2008). Estes compostos possuem grande importancia para o crescimento e
reproducdo dos vegetais, além de estarem presente, quando esse vegetal se encontra em
situacdes de estresse, como € o caso de infeccBes, por exemplo (NACZK, M; SHAHIDI, F,
2004).

De acordo com sua estrutura quimica, eles possuem anel aromatico, com um ou mais
substituintes hidroxilicos. Possuem variadas funcGes, e dentre este grande grupo de
compostos, podemos citar os flavonoides, os acidos fendlicos e os taninos, dentre outros. S&o
largamente encontrados nas frutas citricas. Possuem atividade anticarcinogéncia, como a
quercertina e o acido caféico (PIMENTEL, C.V.M.B; FRANCKI, U.M; GOLLUCKE, A.P.B,
2005).

Ainda de acordo com sua estrutura quimica estes compostos podem ser divididos em
flavanoides e ndo flavanoides. O primeiro possui 15 carbonos em sua estrutura bésica,
estrutura quimica C6-C3-C6, onde os C6 sdo anéis aromaticos. O segundo possui estrutura
C6-C1, C6-C3, C6-C2-C6, como o acido galico, acido caféico e trans e cis-resveratrol-
glicosidio, respectivamente (PEREIRA, 2015; VOLP et al., 2008).

Os compostos fenolicos sdo produtos naturais, produzidos pelos vegetais, exibindo

fungdes importantes como protecdo contra herbivoros e patégenos (DUTRA, 2009). Possuem
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elevada importancia para a salde humana por agirem como antioxidantes. Também possuem
atividade microbioldgica, como os taninos e flavanoides (BRAVO et al., 2007; KING, A,
YOUNG, G, 1999; OLIVEIRA et al., 2013).

Os compostos fenolicos podem ser moléculas mais simples ou possuirem elevado grau
de polimerizacdo. Neste Ultimo caso eles podem se encontrar livre nas plantas ou podem se
associar a moléculas como proteinas e agUcares. Nesta classe encontra-se em destaque, dentre
outros, os taninos (ANGELO; JORGE, 2007). Estes compostos, sdo substancias que possuem
uma origem natural, e que sua formacdo ndo ocorre no homem. Possuem diversas
caracteristicas que atribui aos mesmos efeitos anti-inflamatdrio, antiviral, antimicrobiano,
analgésico, dentre outros (DEGASPARI et al., 2004). Muitos destes compostos fendlicos,

como os taninos possuem atividade antioxidante (REIS et al., 2011).

3.2.1 Taninos

Os taninos sdo produtos do metabolismo secundario dos vegetais, originados do
metabolismo do carbono (NOGUEIRA et al., 2008) sdo polifenois, que apresentam alto peso
molecular e podem ser classificados de acordo com sua estrutura quimica, em hidrolisaveis e
condensados. Esses dois grupos, embora possuam diferengas entre si, contém em comum
grupos poli-hidroxifenois, que permite desta maneira a formacdo de ligacdes cruzadas
estaveis com proteinas. No primeiro grupo existe os taninos derivados do acido galico e do
acido elagico. Os condensados tem grande importancia nos alimentos e existem em
proporcdes maiores, sua estrutura quimica é parecida com a dos flavanoides. Quando
presentes em altas concentragdes nos alimentos os taninos conferem aos mesmos funcdes
adstringentes (DEGASPARI et al., 2004; DESHPANDE; CHERYAN; SALUNKHE, 1986).

Os taninos podem ser encontrados em varias partes das plantas, como em cascas,
frutos, dentre outros (PAES et al., 2010). Por causar precipatacdo de glicoproteinas salivares,
esses compostos tém funcdo adstringente (MONTEIRO et al., 2006), por possuirem atividade
antimicrobiana, eles oferecem protecdo a planta contra o ataque patogénico de diversos
microrganismos (VITAL et al., 2001; COLLI et al., 2007). Diante de suas atribui¢cbes os
taninos caracterizam-se como compostos fendlicos que apresentam elevado interesse tanto
econdmico quanto do ponto de vista ambiental (MONTEIRO et al. 2006). Possuem utilizacdo
na indastria de petréleo e tratamento de agua (PAES et al., 2006; TANAC, S.A., 2013,
SILVA, 1999; PELEGRINO, 2011; KLUMB & FARIA, 2013).
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Os taninos de agdo medicinal, agem sobre diversos microrganismos, desta forma
dificultando ou até mesmo blogueando seu crescimento (LOGUERCIO et al., 2005;
MICHELIN et al., 2005; ANDRADE JR et al., 2006; PEREIRA et al., 2009; BEZERRA et
al., 2011).

Os taninos hidrolisados sdo encontados nas dicotileddneas lenhosas e em herbaceas,
caracterizando-se por possuir um nicleo estereficado com acidos galicos ou elégicos, eles séo
formados pela via metabolica do &cido chiquimico. Ja os ditos condensados estdo presentes
especialmente nas angio e gimnospermas (BRUNETON, 1991). Os taninos hidrolisaveis
possuem baixa reatividade com formaldeido e um caréter nucleofilico diminuido (P1ZZI;
MITTAL, 2003).

Como os taninos estdo inclusos dentro dos compostos fenolicos, eles possuem uma
intensa reatividade quimica, desta forma, formando ligacdoes de hidrogénio, intramoleculares
e intermoleculares. Também devido essa reatividade quimica sdo facéis de oxidarem, tanto
pela acdo das enzimas encontradas em plantas como também pela acdo de metais (MELLO;
SANTOS, 2001, MONTEIRO et al., 2005).

Os taninos hidrolisaveis tem seu esqueletos (C6 e C1)n, exibem na sua constituicao
mondémeros de éacido galico ou &cido eldgico, ja 0s taninos condensados protocianidinas,
derivados de esqueletos (C6-C3-C6)n, sdo formados pela polimerizacdo de unidades de
catequina (CARVALHO, 2016).

Eles também possuem a capacidade de formarem complexos insolUveis quando
presentes com agua e alcaloides, proteinas, dentre outras. A complexacdo existente entre
proteinas e taninos é a base de suas caracteristicas como controlador de fungos, bactérias e
insetos (CASTEJON, 2011). Dentre os taninos hidrolisavies podemos citar o acido gélico,

acido caféico e pirogalol.

3.2.1.1 Acido Caféico

Este composto possui formula quimica CoHgOs (Figura 1), apresentando variadas
funcdes e atividades farmacologicas importantes, como atividade antioxidante, atividade anti-
hipertensiva, dentre outras (PRASAD et al., 2010). E um dos metabélitos hidroxicinamatos,
mais encontrado nos tecidos vegetais. Presente também em alguns alimentos, como também
em café, cidra, entre outros (CLIFFORD, 2000).
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Este composto fendlico também se encontra em alguns medicamentos de uso
tradicional, como é o caso daqueles & base de propolis. Também podem ter agdo como
inibidor carcinogénico, antioxidante, antibacteriano, podendo também prevenir algumas
doencas cardiovasculares (LUSTOSA et al., 2008; HUANG et al., 1992; GREENWALD et
al., 2008; SANCHEZ-MORENQO et al., 2000; TRADIGAN & ADVERTISING, 2014)

Outras de suas conhecidas fungBes é que tanto ele como seus derivados, possui
atuacdo contra o cancer de boca, de cdlon, tem funcdo bioldgica na protecéo contra herbivoros
e patdgenos, conseguem inibir a ciclo-oxigenase Il, atuam na protecdo da fosfatidilcolina da
peroxidacdo causada pela radiacdo ultra violeta, causam citotoxicidade em tumores, dentre
outras (MICHALUART et al., 1999; WEYANT et al., 2000; CESCHEL et al., 2002; CHIAO
et al., 1995; RUSSO et al., 2002; SAIJA et al., 1999; KAMPA et al., 2004; MOLGAAND, P;
RAVN, H, 1988).

Na sua estrutura quimica possui duas hidroxilas no anel do acido cinamico e pode se
apresentar como ésteres e amidas. Possuem elevada lipofilicidade com células eucarioticas
(NARDINI et al., 1998; FU et al., 2010). Possuem atividade anti-inflamatoria e antioxidante
(JUMAN et al., 2012; TOYODA et al., 2009; Yang et al., 2011), e também capacidade de
impedir filamentos de Candida, desta forma apresentando uma atividade antifungica
(BREGER et al., 2007).

O é&cido caféico além das atividades acimas citadas e de outras que ele possui,
apresenta um papel bastante relevante no que se refere a quimica do solo, desta forma atuando
com um transportador de metais ibnicos. Pode também atuar como quelante de metais
(CONRAD; LAPOUGE, 2004; HYNES, O’COINCEANAINN, 2004).

FIGURA 1: Estrutura quimica do Acido Caféico
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FONTE: SHI; YU; KAKUDA, 2003
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3.2.1.2 Acido Galico

O é&cido galico pode ser extraido das folhas de chas, casca de carvalho e de outras
plantas. Ele é o acido 3,4,5-trihidroxibenzeno. Possui atividades biologicas, como
antioxidante, anti-inflamatdria, dentre outras (ALKAN et al., 2011; GIFTSON et al., 2010).
Pode também alterar as propriedades mecéancias de materiais que tenham como base
polimeros naturais (SUN et al., 2014).

Este acido é vastamente encontrado nos vegetais lignificados. S&o exibidos na sua
forma livre, mas também podem se apresentar como monémero base para 0s taninos
hidrolisaveis. O &cido galico é o fendlico que possui alta capacidade de captar radicais livres
guando o mesmo € comparado aos outros acidos que compdem os compostos fendlicos. Os
ésteres que derivam do acido galico sdo ditos degalatos (ESCARPA & GONZALEZ, 2001;
KOSINSKA & PEGG, 2005).

O é&cido galico (Figura 2) é um &cido organico, composto por uma estrutura fendlica
trihidroxilada, presente nos taninos hidrolisaveis, podendo ser encontrado de forma livre, o
qual é chamado de galoil ou de forma ligada, sendo chamado de elagitaninos. Uma forma de
obtengdo do acido é utilizando a enzima tanase. Esta, é uma enzima produzida por alguns
microrganismos, como bactéria, fungos, leveduras, quando na presenca de &cido tanico
(GRUNDHOFER et al, 2001; CHAVES-GONZALES et al., 2012; MACEDO et al., 2005).

FIGURA 2: Estrura quimica do Acido Galico
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FONTE: GRUNDHOFER et al., 2001

Outras aplicagdes que podem ser atribuidas ao acido galico € que ele pode agir no
tratamento de diabetes e albumindria, possui propriedades antivirais e antifungicas,

antioxidante, adstringente, efeito antitumoral, causando desta forma um citotoxicidade em
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algumas células que sdo acometidas pelo cancer. Na industria alimenticia ele preveni a
rancidez oxidativa em alimentos que contém lipidios (HSIEH et al., 2007; KIM, 2007;
UOZAKI et al., 2007; KUBOLA & SIRIAMORPUN, 2008; HURRELL; REDDY; COOK,
1999; DE MEJA et al., 2006; BRASIL, 1999).

3.2.1.3 Pirogalol

O pirogalol (Figura 3) € um fenol simples, de origem sintética, que possui formula
molecular CsHe03, € um redutor de sais de mercdrio, por exemplo (HERGERT, 1989;
GUEDES, 2016; MAZZI, 2009). Seu uso em comésticos ndo pode ultrapassar 5% e o pH tem
que ser no maximo ate 5 (BRASIL, 2013).

FIGURA 3: Estrutura quimica do Pirogalol
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FONTE: SANDINI et al., 2011

3.3 Citoprotecéo

Devido ao aumento da contaminacdo de solos e aguas por metais pesados, varios
trabalhos feitos com produtos naturais, buscam alternativas na reducdo desta toxicidade.
Abaixo séo citados alguns estudos em que 0s autores procuram avaliar atividade citoprotetora
dos seus produtos frente a contaminacdo de metais pesados.

Sobral-Souza et al. (2014) avaliou o efeito citoprotetor em modelo bacteriano e
eucarioto vegetal do extrato etandlico das folhas de Eugenia jambolana contra acéo tdxica do
cloreto de mercurio. Em seu estudo os autores encontraram resultados significativos, onde seu
extrato permitiu uma citoprotecdo, possibilitando um melhor crescimento das radiculas e
cauliculos de Lactuta sativa.

Os extratos das folhas de Eugenia uniflora também apresentou uma citoprotegdo as

sementes de alface, permitindo melhor crescimento das radiculas e cauliculos. Além disso, 0
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extrato também aprentou um resultado significativo em modelo bacteriano, desta forma
preservando os microrganismo quando na presenca de cloreto de mercurio (CUNHA et al.,
2016).

Figueiredo et al. (2016) avaliou o potencial citoprotetor do extrato de Lygodium
venustum em Candida krusei frente a acdo toxica do HgClz, porém o extrato ndo apresentou
citoprotecdo ao modelo eucarioto testado. Os extratos de Psidum guajava var pyrifera e P.
guajava var pomifera foram utilizados para avaliar o efeito citoprotetor em bactéria e fungo
contra acdo toxica do sulfato de ferro 11, porém o produto natural ndo conferiu protecdo, desta
forma nédo causando alteracdo no perfil de sobrevivéncia dos modelos (LEITE et al., 2014).

Sobral-Souza et al. (2014b) utilizou o extrato de Eugenia uniflora e P. sobraleanum
para avaliar se 0s mesmos possuiam acdo citoprotetora para Escherichia coli e C. albicans
frente a acdo toxica do ferro. Porém o extrato ndo conferiu uma citoprotecdo aos modelos
testados. Mesmo estudo foi realizado por Leite et al. (2016) com os extratos de E. jambolona
e P. myrsintes, onde o mesmo resultado anterior foi encontrado.

Os extratos de Lygodium venustum demonstrou acdo citoprotetora a bactéria E.coli,
reduzindo significativamente a toxicidade do cloreto de mercurio (FIGUEREDO et al.,
2016Db). Leite et al. (2017) avaliou o efeito redutor de toxicidade do HgCl. do extrato de P.
brownianum em modelo procarioto, obtendo como resultado que o produto conseguiu
proteger a E. coli.

O extrato de Stryphnodendron rotundifolium tem efeito citoprotetor em modelo
vegetal, permitindo que haja um maior crescimento das radiculas e cauliculos do alafce,
quando o mesmo é submetido a tratamentos contendo o extrato e 0s metais pesados HgCl. e o
cloreto de aluminio HgAls, do que quando submetidas ao tratamento apensas com metal
pesado. Desta forma o produto natural consegue reduzir a toxicidade deste metal nas sementes
de L. sativa (COUTINHO et al., 2017).

Muitos dos extratos acima citados, possuem em sua constituicdo taninos ou outros
compostos fendlicos, e o efeito citoprotetor que eles apresentam, diminuindo a toxicidade do
cloreto de mercdrio, do cloreto de aluminio ou do ferro, é associado a atividade antioxidante

gue 0S mesmao possuem.

3.4 Atividade Antioxidante

Antioxidantes, sdo aquelas substancias, que mesmo estando presentes em

concentracdes pequenas quando comparadas ao substrato, ainda assim conseguem retardar ou
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até mesmo inibir a oxidacdo do substrato. Esses antioxidantes formam radicais ndo reativos,
com isso forma produtos que tem estabilidade ou que ainda podem ser usados por outro
antioxidante, esta estabilidade é devido a ressonancia do anel aromatico, que esta presente nas
estruturas que possuem esta atividade (ATOUI, A.K. et al, 2005; VAIKO, M et al., 2004;
CHUN et al., 2005).

Existem duas classes de antioxidantes, 0s que tem e o0s que ndo tem atividade
enzimatica. Os que possuem essa atividade, sdo 0s compostos que possibilitam o bloqueio de
iniciacdo da oxidacdo, neste caso, removendo as especies reativas de oxigénio. Os que nédo
possuem essa atividade, sdo moléculas que interagem com as espécies reativas de oxigénio,
porém sdo consumidas no processo (MOREIRA, A.V.B; MANCINI-FILH, J, 2004)

Os compostos fendlicos, como o0s taninos, possuem atividade antioxidante. Desta
forma, exibindo condi¢bes de neutralizar ou de sequestrar radicais livres, e também podem
quelar os metais de transicdo (SOARES, S.E., 2002). Desta forma, tem-se grande interesse em
antioxidantes naturais advindos de plantas, e que podem por exemplo, prevenir doencas
(PATEL, 2014).

Através do modo como os antioxidantes agem, eles sdo classificados em dois grupo,
primarios, que cessa a cadeia da reacdo pela doacdo de elétrons ou de hidrogénio aos radicais
livres, e/ou também reagindo com estes radicais, produzindo o complexo lipidio-antioxidante,
e desta forma podendo reagir com outro radical que esteja livre. Ja os secundarios dificultam a
etapa de iniciacdo da autoxidacdo, por varios mecanismos, por exemplo, sequestro de
oxigénio, complexacdo de metais, entre outros (ADEGOKE, G.0,1998).

Os compostos fendlicos sdo constituintes de elevado interesse, pois apresentam
caracteristicas benéficas a salde, desta forma agindo como antioxidantes naturais (BRAVO et
al., 2007).
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Substancias

4.1.1 Taninos

Os compostos isolados, acido galico, &cido caféico e pirogalol, fabricados pela
Sigma® foram gentilmente fornecidos pelo Laboratorio de Farmacologia de Produtos
Naturais (LFPN) da Universidade Regional do Cariri-URCA.

4.1.2. Cloreto de mercurio

O cloreto de mercdrio (HgCl.) fabricado pela Vetec Quimica Fina LTDA foi fornecido
gentilmente pelo Laboratério de Microbiologia e Biologia Molecular (LMBM) da
Universidade Regional do Cariri-URCA.

4.2 Atividade Antioxidante (DPPH)

O potencial antioxidante de cada tanino utilizado no trabalho foi avaliado usando o
método fotocolorimétrico in vitro do indutor radicais livres de DPPH (1,1-difenil-2-picril-
hidrazilo) descrito por Mensor et al. (2001) e Nascimento et al. (2017). Neste ensaio, foram
adicionados 300 puL de cada amostra de tanino (250 a 5 pg / mL) em 1500 uLL de DPPH (0,3
mM) e 1200 pL de etanol P.A. Todas as leituras foram realizadas em triplicata, e com 0s
dados médios obtidos, calculou-se a diferenca de absorvancia entre as amostras e o controle
negativo, e a porcentagem de atividades antioxidantes (AA) obtidas por regresséo linear para
cada fase, obtendo assim a concentragdo da amostra que promove a reducdo para metade da
reducdo de 50% da concentracdo inicial de DPPH, respectivamente, conforme definido

Concentracdo Efetiva (ECso).
4.3 Atividade Quelante de Ferro
A determinacéo de atividade quelante de Fe?* é determinada pela capacidade de quelar

Fe (I1). 225uL de solucdo preparada recentemente de 500 uM FeSO4. 7H0 ¢ adicionada a
uma mistura de reacdo contendo 38 pL de solucdo agua (branco), acido ascorbico (controle) e
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0 tanino em diferentes concentragdes. A mistura de reacdo foi incubada durante 15 min, antes
da adicdo de 20 pL de solucdo de 0, 25% de 1,10-fenontrolina (c/v). A absorbéncia foi
subsequentemente medida a 510 nm num espectrofotémetro.

Para determinacéo de atividade quelante Fe®*, sequiu os mesmos procedimentos acima
citados, s6 que a solugdo foi de 500 uM FeClz. 6H20 (PUNTEL et al., 2005).

4.4 Teste de citoprotecdo em modelo procarioto e eucarioto
4.4.1 Meios de Cultura e Inoculagdo dos Microrganismos

Os microrganismos utilizados foram a bactéria Escherichia coli 06 (EC 06) e o fungo
Candida albicans 40006 (CA INCQS 40006), fornecido pelo Laboratério de Micologia da
Universidade Federal da Paraiba - UFPB e FIOCRUZ através do Instituto Nacional de
Controle de Qualidade em Saude (INCQS), respectivamente.

Foram utilizados os seguintes meios de cultura: Agar Heart Infusion — HIA (Difco
Laboratories Itda) na concentracdo indicada pelo fabricante, Brain Heart Infusion - BHI e
Sabouraud Dextrose Agar - SDA (Sambrook et al., 1989, modificado). Todos os meios de
cultura foram preparados de acordo com as especificacbes do fabricante e esterilizados em
autoclave de vapor quente. A bactéria foi inoculada em HIA (Difco Laboratories Ltda) e o

fungo em SDA. Ambos foram incubados a 35 °C, aproximadamente, durante 24 horas.
4.4.2 Concentracao Inibitoria Minima (CIM)

A Concentracdo Inibitéria Minima foi determinada pelo método de microdiluicdo
(JAVADPOUR et al., 1996). Para preparacdo da solucdo teste foi pesado 10 mg dos taninos
para o teste com bactéria e 15 mg para o teste com fungo, sendo em seguida diluida em &gua
destilada estéril até atingir a concentracdo de 1024 pg/mL e 16384 pg/mL, para bactéria e
fungo, respectivamente.

Um arrasto bacteriano foi retirado das placas de Petri previamente cultivadas e
diluidos em tubos de ensaio contendo cada um deles 3 mL de solucdo salina a 0,9%. A
turvacdo de cada tubo foi comparada com a turvagdo da escala 0,5 de McFarland (1 x 10°
UFC/mL), mesmo procedimento foi realizado com o fungo. Este procedimento foi feito em
triplicata. A CIM é definida como a menor concentragdo onde ndo é observado crescimento
microbiano. Para realiza-la foi utilizada uma placa de microdiluicdo esteril com 96 pocos, e

preparado um meio de distribui¢do contendo 1,5 mL da solugdo, composta por 1350 uL de
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meio e 150 pL de in6culo, que em seguida foi colocado em tubos eppendorf ®. A placa de
microdilui¢do foi preenchida no sentido numérico, adicionando 100 pL da solugdo de
distribuicdo em cada cavidade, posteriormente foi realizada a microdilui¢do seriada com 100
uL da solugdo teste, com concentragdes finais variando de 512 a 0,5 pg/mL (para bactérias) 8
192 a 8 pg/mL (para fungo) até a penultima cavidade, pois a ultima foi destinada ao controle
do crescimento microbiano. Em seguida as placas foram incubadas durante 24 h a 35° C. Para
revelacdo das placas com bactérias, foi adicionado 20 pL de resazurina, e apds 1 hora em
temperatura ambiente foi realizada a leitura. A resazurina apresenta coloracfes distintas nas
suas formas oxidada e reduzida. A forma adicionada no poco foi a oxidada (azul). Nos pogos
em que o crescimento bacteriano superou uma densidade celular acima de 10° UFC/mL, a
resazurina foi reduzida, tornando-se rosa (GALLUCCI et al., 2009).

Para leitura do teste com fungo, foi feita a determinacdo da Concentracdo Fungicida
Minima (CFM). Em cada poco da placa foi adicionada uma haste estéril, que apds
homogeneizar o meio contido na cavidade, foi subcultivada em placa de Petri contendo ASD,
através da transferéncia de uma pequena aliquota da solucdo teste (meio + inéculo +
substancia). As placas foram incubadas a 37 °C por 24 horas e verificadas quanto ao
crescimento ou ndo-crescimento de coldnias de Candida. A CFM foi definida como a menor
concentracdo do produto capaz de inibir o crescimento visivel da colénia fangica (ALVES et
al., 2013).

4.4.3 Avaliacdo do potencial efeito citoprotetor em bactérias e fungos contra cloreto de

mercdrio

Para a avaliacdo do efeito protetor dos taninos sobre o HgCl, os eppendorfs contendo
concentragdes sub-inibitdrias das amostras e suspensdes a 108 UFC / ml de Escherichia coli
06 (EC 06) e Candida albicans (CA 40006) foram preparados em BHI a 10% e CSD,
respectivamente. A solucdo foi distribuida nos pocos da placa de microdiluicdo.
Imediatamente depois, foram adicionados 100 pL de cloreto de mercdrio ao primeiro pogo,
seguidos de microdilucBes sucessivas a penultima cavidade. A concentracdo de metal variou
de 5 mM a 0,00488 mM. As placas de microdiluicdo foram incubadas durante 24h a 37 ° C
numa incubadora. Em seguida, as concentra¢fes bactericidas minimas (CBM) e a
concentracdo fungicida minima (CFM) foram determinadas como a menor concentragdo
capaz de matar toda a populacdo de microrganismos. Foram utilizadas placas de Petri com
Agar Infusdo de Coracdo (HIA) e (CSD) para transferir as solugdes incubadas nas placas de
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microdiluicdo. Uma aliquota de cada poco da placa de microdiluicdo foi sub-cultivada em
placas de HIA. Apo6s 24 horas de incubacéo a 35 + 2 °C, a leitura foi feita, com o objetivo de
observar o crescimento das colonias. As leituras de CBM e CFM foram realizadas com base
no crescimento dos controles microbianos, considerando o CBM e o CFM a menor
concentra¢do do tanino que inibiu o crescimento visivel da subcultura (SHADOMY et al.,
1985).

4.5 Testes de alelopatia dos taninos em sementes de Lactuca sativa L.

Foram realizados testes piloto para determinar o efeito alelopatico das amostras em
estudo. Para realizar o teste, foram utilizados placas de Petri limpas, secas e estéreis. Elas
estavam alinhadas com dois discos de papel filtro, onde foram dispostas 20 (vinte) sementes
de Lactuca sativa. Foram adicionados 3 ml das solu¢bes de amostra a cada placa a
concentragdes de 512 pg / mL, 256 pg / mL, 128 ug / mL, 64 ng / mL e 32 ug / mL e as
placas foram devidamente identificadas e preparadas em triplicatas. Apds a adi¢do da solucéo,
as placas permaneceram embaladas em pelicula plastica (SOBRAL-SOUZA et al., 2014). Os
experimentos foram conduzidos em uma cadmara de germinacdo a uma temperatura de
aproximadamente 25 ° C £ 2 ° C e fotoperiodo natural por sete dias. Os tratamentos foram
organizados em um delineamento experimental inteiramente casualizado (DIC), com trés
repeticdes de 20 sementes por placa. O parametro analisado no final dos sete dias foi a
contage do nimero de sementes germinadas. As sementes cujas raizes atingiram 1 mm de
comprimento ou mais foram consideradas germinadas. Os testes foram feitos em triplicatas e

expressos como significativos.

4.6 Avaliacdo do efeito citoprotetor dos taninos em um modelo de planta (L. sativa)

contra cloreto de mercurio

Para realizar o teste, utilizaram-se placas de Petri preparadas conforme relatado
anteriormente. Quanto as concentracOes, utilizou-se uma concentracdo sub-alelopatica dos
taninos (32 pug / mL) e do cloreto de mercurio (HgCl,), variando entre 1,25 e 0,01 mM. A
placa de controle foi umedecida com 3 mL de agua destilada estéril. Os experimentos foram
conduzidos em uma camara de germinagdo a uma temperatura de aproximadamente 25 °C + 2
°C e fotoperiodo natural por sete dias. Os tratamentos foram organizados em um
delineamento experimental inteiramente casualizado (CRD), com trés repeticbes de 20

sementes por placa. Os parametros analisados no final dos sete dias foram: contagem de
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sementes germinadas, indice de taxa de germinacdo (GRI), biometria radicular, ocorréncia de
necrose radicular e anormalidades de plantulas, seguindo o Manual de Regras para Analise de
Sementes (BRASIL, 2009). As sementes cujas raizes atingiram 1 mm de comprimento ou
mais foram consideradas germinadas. Os testes foram feitos em triplicado e expressos como
significativos. Apos esse periodo houve a medicdo dos cauliculos e radiculas. Foram retiradas
amostras de cauliculos e radiculas na maior e menor consentragdo do metal, na associacdo
delas com os taninos, sé dos taninos e do controle com agua destilada e foram pesadas, em
seguida foram levadas a estufa 60 °C por 24 h e ap0s este interval foram novamente pesadas

para obtengdo do volume de massa seca.

4.7 Analise Estatistica

Os dados dos microrganismos sdo apresentados como a média geométrica + SEM de
trés repeticbes. A andlise estatistica do teste utilizou uma ANOVA de dois sentidos seguida
de teste post-hoc de Bonferroni com p <0,0001. Todos os outros resultados foram
apresentados utilizando a média aritmética + SEM de trés repeticdes com ANOVA de dois
sentidos, seguido de teste pos-hoc de Tukey com p <0,0001.
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Abstract

Human activities have enhanced environmental contamination by heavy metals such as
mercury. One of the possible approaches to reducing mercury toxicity is chelation, with
several plant compounds demonstrating this effect, such as gallic acid. The objective of this
study was to evaluate the antioxidant, metal chelating and cytoprotective activity of gallic
acid against the action of Mercury Chloride (HgCl.). Iron Il and Il chelation as well as
antioxidant activity assays were performed using the DPPH (1,1-Diphenyl-1-picrylhydrazyl)
method. The interaction between the metal and the phenolic compound was identified by
infrared spectroscopy. The Minimum Inhibitory Concentration (MIC) was determined by
microdilution. From these results, and using a sub-inhibitory concentration (64 pg.mL™ for
bacterial and fungal assay respectively) of the phenolic compound, the Minimum Bactericidal
(MBC) and Minimum Fungicide Concentration (MFC) were evaluated. Allelopathy and
cytoprotection assays were performed using eukaryotic and prokaryotic models, with a
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protection of the fungi being observed. When using a plant model with a sub-allelopathic
concentration (32 pug.mL™?), the results demonstrated the cytoprotective effect of gallic acid
against HgCly, increasing the extension of caulicles and radicles as well as their dry mass.
This protection may be associated with the chelating effect of gallic acid. These results
demonstrate that natural products such as gallic acid may be used for toxic metal chelation
allowing plant development in polluted environments thus retrieving land usage for crops or
forestry initiatives.

Key-words: tannins; remediation; mercury chloride; gallic acid; infrared spectroscopy;
phytotoxicity.

1. Introduction

Heavy metals are found in nature at low concentrations (Andrade et al., 2011), however,
human action has been causing increased concentrations of these in the environment
(Figueredo et al., 2016a). Heavy metal levels in the environment are of concern because they
pose risks to both human health, as well as to animals and plants (Figueredo et al., 2016a).
Among these metals mercury (Hg), which occurs for example in the form of inorganic
compounds (Boening, 2000), can be cited. As an approach to reverse environmental
contamination, remediation technologies are being used. These techniques are classified as
those which include i) removal of the contaminant, ii) separation, iii) destruction and iv)
protection against mercury toxicity, without its reduction or removal from the environment
(Oyetibo et al., 2014, 2017).

Many plants have in their composition elements, such as phenolic compounds, that have
antioxidant activity that protects plants against toxic metal contamination (Figueredo et al.,
2016b). Among the phenolic compounds, gallic acid which is a tannin found in several plants
with different bioactivities, can be cited (Soong and Barlow, 2006).

Infrared (IR) spectroscopy has become an essential technique for the structural analysis
and identification of organic substances (Lopes and Fascio, 2004). This technique is based on
the vibrations from a molecule’s atoms under incident IR radiation. The main objective of this
analysis is to determine the chemical composition of the sample’s functional groups, since
different functional groups absorb the IR radiation at characteristic frequencies, thus being an
important tool for compound identification or to evaluate the interaction between compounds
and metals (Settle, 1997; Johari et al., 2016).

Many studies seek to clarify the interaction of phenolic compounds and heavy metals in

the environment. Therefore, the objective of this study was to evaluate the gallic acid effect
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when reducing mercury chloride toxicity in prokaryotic and eukaryotic models due to its
antioxidant and chelating activity as well as to identify the interaction of the gallic acid
functional groups with mercury through the infrared technique.

2.Materials and methods

2.1. Substances

Gallic acid was purchased from Sigma® (St. Louis, USA). Mercury chloride was
purchased from Vetec Quimica Fina LTDA.
2.2. Microorganisms

The microorganisms used were the bacteria Escherichia coli 06 (EC 06) and the yeast
Candida albicans 40006 (CA INCQS 40006), provided by the Mycology Laboratory from the
Federal University of Paraiba - UFPB and FIOCRUZ through the National Institute of Quality
Control in Health ( INCQS), respectively.

2.3.  Fourier Transform-Infrared Spectroscopy (FTIR)

Initially, the gallic acid solution was prepared by weighing 10 mg and diluting it in 1 mL
of Dimethyl sulfoxide (DMSO) to give a concentration of 10 pg.mL™. From this solution, a
volume of 512 pL was diluted in 4488 uL DMSO to obtain a final concentration of 1024
pg.mLt. A 10 mM solution of HgCI2 was also prepared by weighing 2.35 mg of HgCI2 and
diluting it in 1 mL DMSO. To obtain a final concentration of 0.05 mM mercury chloride, a 25
pL aliquot of the 10 mM HgCl2 solution was withdrawn and diluted in a test tube containing
1.25 mL of the tannin solution (1024 pg.mL™) and 3.275 mL of DMSO, resulting in a final
solution of 5 mL. Meanwhile, to obtain a final concentration of 1.25mM mercury chloride, a
625 pL aliquot of the 10 mM HgCI2 solution was withdrawn and diluted into a test tube
containing 1.25 ml of the tannin solution (1024 ug.mL!) and 3.125 mL DMSO, resulting in a
final solution of 5 mL. The samples were then subjected to infrared radiation using a Bruker
Vertex 70 spectrometer combined with an attenuated total reflectance (ATR) accessory made
of Zinc Selene (ZnSe). The spectral region analyzed ranged from 200 to 4000 cm™ using a
resolution of 1 cm™, as illustrated in Figures 1 and 3. All spectra were processed using the
OriginPro 8.5 Software.
2.4 Minimum Inhibitory Concentration (MIC)

The minimum inhibitory concentration (MIC) of the gallic acid was evaluated by a
microdilution assay according to Coutinho et al. (2008).
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2.5 Cytoprotective potential against mercury chloride toxicity evaluation in bacteria and

fungi

For the evaluation of the gallic acid protective effect against mercury chloride,
Eppendorfs containing sub-inhibitory concentrations of the samples and suspensions at 10°
CFU/ml of Escherichia coli 06 (EC 06) and Candida albicans (CA 40006) were prepared in
10% Brain Heart Infusion (BHI) medium. The assays were performed by microdilution
according to Leite et al (2017). The metal concentration ranged from: 5 mM to 0.00244 mM
of mercury. The microdilution plates were incubated for 48 h at 37 °C in an incubator. Then,
the minimum bactericidal concentration (MBC) and minimum fungicide concentration (MFC)
were determined. Petri dishes with Heart Infusion Agar (HIA) were used to transfer the
incubated solutions in the microdilution plates. An aliquot of each well of the microdilution
plate was sub-cultured onto HIA plates. After 24 hours of incubation at 35 + 2 °C, the MBC
and MFC readings were performed based on the growth of the microbial controls, considering
the MBC and MFC as the lowest concentration of the product that visibly inhibited subculture
growth (Shadomy et al., 1985).

2.6 Gallic acid phytotoxicity test on Lactuca sativa L. seeds.

Pilot tests were carried out to determine the phytotoxicity effect of the samples under
study using the method described by Sobral-Souza et al. (2014) and Coutinho et al., (2017).
The assays were performed in triplicates and expressed as a mean.

2.7 Evaluation of the gallic acid cytoprotective effect against mercury chloride in a plant

model (L. sativa)

To conduct the test, Petri dishes prepared as previously reported were used. A sub-
phytotoxicity concentration of the extract and fractions (32 pg/mL) as well as of Mercury
Chloride (HgCI2), ranging from 1.25mM to 0.01mM, according Coutinho et al. (2017) were
used. The parameters analyzed at the end of the seven days were: germinated seed count,
germination rate index (GRI), root and radicular biometry, occurrence of root necrosis and
seedling abnormalities, following the Rules Manual for Seed Analysis (Brasil, 2009). The
tests were performed in triplicates and expressed as a mean.

2.8 DPPH antioxidant assay

The antioxidant potential of each phase’s methanolic fraction was evaluated using the in
vitro photocolorimetric DPPH (1,1-diphenyl-2-picryl-hydrazyl) free radical method as
described by Mensor et al. (2001) and Nascimento et al. (2017). In this assay, 300 pL of each
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sample’s gallic acid methanolic fraction (250 to 5 pg.mL™) were added to 1500 pL of DPPH
(0.3 mM) and 1200 pL of ethanol P.A. All readings were performed in triplicates, and the
average data was obtained, with the absorbance difference between the samples and the
negative control being calculated, while the percentage antioxidant activities (AA) were
obtained by linear regression for each phase, thereby obtaining the sample concentration that
promotes the reduction of half the initial DPPH concentration as defined by the 50% Effective
Concentration (ECso).

2.9 Fe 2" and Fe 3" chelating effect

The ability of gallic acid to chelate Fe (Il) and its capacity to chelate Fe(lll) were

determined according to the method by Puntel et al. (2005).
2.10 Statistical Analyses

Data from microorganisms are presented as the geometric mean £ SEM of three
repetitions. The statistical analysis of the test used a two-way ANOVA followed by
Bonferroni’s post-hoc test with p<0.05. All other results were presented using an arithmetic
mean = SEM of three repetitions with a two-way ANOVA followed by Tukey’s post-hoc test
with p< 0.0001

3. Results and discussion

3.1 Fourier Transform-Infrared Spectroscopy (FTIR)

For the tests, two regions were used in the Infrared spectrum, one located in the 2000
to 4000 cm™ range and another in the 2000 to 200 cm™ range. Figure 1 shows the infrared
spectra of pure gallic acid and the complexes formed with the Hg?* ion at the concentrations
of 0.05 mM and 1.25 mM, respectively. A peak at 3494 cm™ relative to the phenolic v(OH)
and a broad band at 3267 cm™ relative to the carboxyl v(OH) are observed in the spectrum for
gallic acid. In the spectrum that presents the complex formed by gallic acid and the Hg?* ion
two broad bands are observed at 3391 and 3405 cm for the Hg?* concentrations of 0.05 and
1.25 mM respectively. According to Terkhi et al. (2008), there are two coordination
possibilities for the Hg?* ion and gallic acid complex. These two possibilities occur through
the phenolic hydroxyl and the carboxyl groups. These two coordination possibilities were
described by Deguchi (2014) according to Figure 2.

Verza (2006), when studying the total tannin content of a substance through infrared
spectroscopy, showed that gallic acid had the following characteristic bands: a band near 3200

cm™ due to the O-H axial deformation and 3100 cm™ due to the aromatic C-H axial
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deformation; the appearance of a band at 1700 cm™ represented the C=0 axial deformation;
the C=C axial deformation in aromatics appeared around 1600 and 1500 cm™ while the band
at 1350 cm™ indicated the O-H deformation; 1250 cm™ the C-O axial deformation and 650
cm™ the C-H axial deformation in aromatics.

In the region between 2000 and 200 cm™, shown in Figure 2, the band at 1705 cm™,
referring to the v(C=0), shown in the pure gallic acid spectrum stands out. With the formation
of the Hg?* ion complex, a decrease in the intensity of this band is observed, thus evidencing a
possible coordination of the metal ion to the gallic acid carboxyl group at the concentrations
studied. The decrease in peak intensity at 1241 cm™ relative to the §(OH) in the pure gallic
acid spectrum is also observed when compared to the Hg?* complexes spectra. This decrease
in intensity at this peak may show the coordination of the Hg?* ion to the phenolic group, thus
hindering its possible angular deformation. In complexes with transition metals, the metal
ions can accept both ¢ electrons from the ligand as well as & electrons from the aromatic ring
when filling the d orbitals available for coordination. On the other hand, no differences were
observed between the peaks in the regions between 1200 and 720 cm™ for the C-H bonds
angular deformations in the aromatic ring.

Deguchi (2014) in a study on the gallic acid and Zn (Il) metal interaction evaluation
by potentiometric titration showed the complexation between these two elements, indicating
that this metal has a preference for bonding to the gallic acid carbonyl group.

Carboxylic acid dimers have as their main feature a broad and intense axial
deformation absorption of the O-H bond in the region between 3300- 2500 cm™, with axial
stretching of the carbonyl group band in saturated aliphatic carboxylic acids around 1760 cm™
(Solomons et al., 2009).

Absorption peak displacement occurs in both gallic acid and caffeic acid conjugated to
the metal spectra and in both metal concentrations. This result profile resembles studies
carried out by Kryukova (2005) and Rizzi (2000), where complexation between amino acids
and metals presented a shift in the band spectrum of the carboxylic group to a region of higher
energy due to the rearrangement of the C=0 and a decrease in frequency of the symmetrical
stretch band justified by R-O binding.

3.2 Chelating effect of Fe 2+ and Fe** in antioxidant iron reduction assay (DPPH)

The values for the chelating (ICso) and DPPH (ECso) effect were measured in Table 1.

According to the data presented in Table 1, gallic acid had a considerable antioxidant activity,

as well as managed to chelate iron ions, which can be observed when compared to the control,
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with the best result being obtained for the chelating effect, where gallic acid presented a value
approximately 16 times lower than the control.

Antioxidant activity is attributed to phenolic compounds due to both its chemical
structure and its reducing properties, playing an important role both in free radical
sequestration and in transition metal chelation. Cunha et al. (2016) when working with the
Eugenia uniflora extract also obtained that the extract, whose composition possessed phenolic
compounds such as gallic acid, had a good antioxidant activity with an ECsq of 2430.86
ug.mL1, using the chelating effect methodology. Figueredo et al. (2016b) in their study also
observed that their extract possessed antioxidant activity, which was attributed to phenolic
compounds and flavonoids present in the sample. Leite et al., (2016) when using the DPPH
technique also evaluated the antioxidant activity of the Eugenia jambolana and Psidium
myrsinites extracts where the two extracts presented an excellent activity, the first one
obtaining a value of 96.81 mg.mL™ and the second one of 7.52 mg.mL*. Some of the extract
results obtained ECso and ICso values lower than those found in this study as they worked
with complex mixtures, which in addition to the tannin present in this study, also contains
several phenolic compounds and flavonoids.

3.3 Minimum Inhibitory Concentration (MIC)

The MICs observed for the bacteria and fungi were 1024 and 16384 pg.mL*
respectively. The substance in question did not confer cytoprotection to the prokaryotic model
when associated with mercury chloride at a sub-inhibitory concentration (64 ug.mLt), which
can be evidenced by the greater number of microorganismal death when compared to the
control, which is the metal used in isolation, thus not altering the survival profile of the tested
strain (Supplementary material 1). Many papers in the literature depict the antibacterial
activity of phenolic compounds. Results from Leite et al. (2014), when working with the
Psidium guajava var pyrifera and Psidium guajava var pomifera extracts using the same
bacterial strain, corroborate with our study, however, they used iron as the heavy metal and
not mercury chloride. Moreover, the results from Figueredo et al (2016b) are contradictory to
ours since both the extracts and the Lygodium venustum fractions, which present in their
composition phenolic acids such as gallic acid, presented cytoprotection against mercury
chloride in E. coli 25922.

Gallic acid conferred cytoprotection to the fungus used in the assay using the same
sub-inhibitory concentration (64 ug.mL1). This result is evidenced by the higher survival rate
of the fungi when using the metal in association with the isolated substance compared to

when using metal in isolation. In this way, a greater concentration of mercuric chloride is
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necessary to obtain the same result when this is used in isolation (Supplementary material 2).
Our data disagree with that from Figueredo et al (2016a), who used the Lygodium venustum
SW ethanolic extract, which had in its constitution phenolic compounds and fractions, and
which did not confer cytoprotection to the Candida krusei 02 fungus. The disagreement in our
results may be attributed to the fact that the author used a complex substance, that is the
extract, where in its composition a host of substances exist which while possessing phenolic
constituents, gallic acid may be absent or even at lower concentrations than those used in this
study.

3.4 Allelopathic effect on lettuce seeds

Some plants may present and release substances from their constitution with
allelopathic potential, thus hindering the germination of seeds or even compromising the
development of other plants (Rezende et al., 2003).

The gallic acid allelopathic concentration was greater than 512 pg.mL?
(Supplementary material 3). The sub-allelopathic concentrations ranged from 512 to 32
ug.mL* of the isolated substance, that is, any of these concentrations would allow the growth
of Lactuta sativa seeds, such that any of these could be used in the seed cytoprotection study
against mercury chloride. However, in a visual analysis, the 32 pg.mL™? concentration
presented the best radicle and caulicle development, therefore this was the concentration
chosen to be used in the tests.

3.5 Germination time

The germination time was evaluated with both the control using water, with the
substance in question and with different concentrations of the metal (1.25, 0.5, 0.05 and 0.01
mM) as well as with the association of the product with the metal during 7 days. No
significant differences between the water and gallic acid controls, the lowest metal
concentrations (0.01 and 0.05 mM) or with their association with gallic acid were observed
(Supplementary material 3). The fact that even in the presence of the metal the seeds can still
germinate is due to the fact that some metals can be beneficial for the growth of organisms
such as plants at low concentrations (Celere et al., 2007).

At the 0.05 mM HgCl> concentration associated with gallic acid, a larger growth was
observed than when HgCl> (0.05Mm HgCl;) was used in isolation. At the highest
concentration of the metal (1.25mM), this produced a better result in isolation than when it
was associated with gallic acid, which may be explained by the fact that gallic acid has its

own toxicity, such that when it was associated to the metal at this concentration, synergism
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occurred increasing in this way the overall toxicity, nevertheless lettuce seed germination was
above 50%.
3.6 Cytoprotective effect against HgCI2 on lettuce seeds

As for the cytoprotection test using lettuce seeds (Figure 4), the lowest concentrations
of HgCl> (0.05 mM and 0.01 mM) in association with gallic acid had better radicle growth
than when the metal was used at the same concentration in isolation. According to Grant et al
(1998) the roots are among the plant structures which generally engage with absorption, in
this way, the highest metal concentrations are found in this part. As for the caulicles, no
differences in any of the concentrations were observed, neither for the isolated metal nor for
the associations. Our results partially disagree with that of Sobral-Souza et al (2014) and
Cunha et al (2016), since in the first study which used the Eugenia jambolana extract, a
cytoprotection of the lettuce seeds against mercury chloride action was observed, allowing
greater caulicle and radicle growth. In the second study, which used the Eugenia uniflora
extract, which had in its constitution phenolic compounds, among them, gallic acid, a better
growth of caulicles and radicles was observed.

However, it should be noted that the studies mentioned above were performed with
complex mixtures, such is the case of extracts, which present in addition to the compound
tested here, a great diversity of tannins and flavonoids, which may have contributed to the
increased cytoprotection observed in their studies.

3.7 Dry caulicle and radicle mass

According to Figure 5, at the highest concentration a difference was observed between
the dried caulicle and radicle masses when used in association with gallic acid compared to in
the presence of the metal in isolation. At the lowest concentration of the metal in isolation
(0.01mM HgCI2) a reduction in dry mass was observed for both caulicles and radicles,
demonstrating that it not only interferes in the growth of these structures, but it also interferes
in the tissue formation of these plant parts. At the same metal concentration when in
association with gallic acid, a better result for the dry mass is observed, demonstrating that
gallic acid not only confers a cytoprotection element to the seeds, it also contributes to a better
development of these, such as in the protection of nutrients that are essential for the
development of the plant, thus preserving plant tissues.

Mercury chloride is a soluble inorganic solvent with liposolubility in biological
membranes. In cells, it is a strong protein denaturant and plays a role in metabolic functions.
In this way, it causes serious damage to the cell membrane, as well as interfering in the
transport through it (Ishikawa et al., 2007; Vassalo et al., 1996; Souza and Barbosa, 2000).
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4. Conclusion

Gallic acid did not present cytoprotection in the bacterial model, however
cytoprotection was demonstrated in the microbial and plant model, thus allowing better plant
growth, which can be observed by the measurement of caulicles and radicles, as well as by the
preservation of Lactuta sativa plant tissues, demonstrated by the increase in dry mass. This
cytoprotection is associated with the antioxidant and chelating activity of the tested
compound, demonstrated by the assays and confirmed by infrared spectroscopy. This is the
first report using an infrared spectroscopy and antioxidant approach to elucidate the
mechanism of cytoprotection permitting organisms to survive and develop in fields
contaminated with mercury and possibly, other heavy metals. These results as well as
innovative are promising in the search for alternatives for the decontamination of
environments polluted by mercury chloride.
Declaration of interest
None.
fig.1. Infrared spectra of DMSO, pure gallic acid, gallic acid + DMSO, and gallic acid
complexed to 1.25 mM and 0.05 mM mercuric chloride in the region between 4000 cm -1 to
2000 cm -1.
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Fig. 2. Infrared spectra of DMSO, pure gallic acid, gallic acid + DMSO, and gallic acid
complexed to 1.25 mM and 0.05 mM mercuric chloride in the region between 2000 cm-1 at
200 cm -1.
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EC50 (DPPH) IC50(Fe2+) IC50(Fe3+)
(mmol/g) (1g/g of sample) (1g/g of sample)
Ac. Asc 1,61 +1,64 35,9000 16,38+1,00
Aci. Gal 1,47 +0,78 2,1400 202, 53 +1,03

Fig.3. Bactericidal concentrations of mercury chloride and associated with gallic acid
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Fig.6. Speed of germination of Lactuta sativa seeds submitted to treatment with water, gallic
acid, different concentrations of mercury chloride and the association of these with the
isolatedsubstance.
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RESUMO

Nos ultimos tempos observa-se uma crescente preocupagao com a contaminacao do ambiente,
principalmente pela presenca de metais pesados no solo e nas dguas. Um dos responsaveis por
essa contaminacao € o mercurio. O objetivo deste trabalho foi avaliar atividade antioxidante,
quelante de metal e citoprotecdo do &cido caféico contra a acdo do Cloreto de Mercdrio
(HgCI2). Teste de DPPH e quelante de ferro foram realizados pra avaliar a atividade
antioxidante, onde o produto exibiu uma consideravel atividade. Através da espectroscopia de
Infravermelho foi analisada a interacdo entre o metal e o acido caféico. Os testes
microbioldgicos foram realizadas por microdiluicdo obtendo-se a Concentracdo Inibitoria
Minima (CIM) e a partir da concentragdo sub-inibitéria foi avaliado a Concentragdo
Bactericida Minima (CBM) e Concentracdo Fungicida Minima (CFM). Para avaliar a
citoprotecdo em modelo vegetal, foi utilizado uma concentracdo sub alelopatica do produto
(32ug/mL) e diferentes concentracdes do metal pesado, onde pode-se observar que o &cido
caféico conferiu uma citoprotecdo as sementes de Lactuta sativa, permitindo um melhor
crescimento e desenvolvimento das radiculas e cauliculos da planta. Este resultado pode ser
atribuido ao efeito quelante e antioxidante do produto, reduzindo desta forma a toxicidade do
metal. Estes resultados demosntram a possibilidade do uso de produtos naturais como
alternativa de quelagdo de metais pesados e possibilitam um melhor desenvolvimento de
vegetais presentes em areas contaminadas.

PALAVRAS-CHAVES: acido caféico, toxicidade, metal pesado

1. Introducéo
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O mercurio (Hg) ¢ um metal pesado encontrado no ambiente que se origina tanto de
fontes naturais como de fontes antropogénicas[1]. A contaminagdo de aguas residuais com
altas taxas desses metais tem resultado numa reducao significativa na biodiversidade [2, 3,4]

Nas Ultimas décadas, tem sido observado uma crescente preocupacdo com a
contaminagdo ambiental. Isto é resultante da acdo humana e a principal fonte de contaminacao
[5]. Niveis altos de metais no ambiente sdo preocupantes pois 0s mesmos trazem riscos tanto
para a salde humana, como para animais e plantas [6]. Uma das alternativas de evitar ou
reverter a toxicidade deste metal nos organismos é através de mecanismos de antioxidacéo e
quelacdo [7]. Os compostos fenolicos estdo entre as principais classes de metabolitos
secundarios com acgdo antioxidante de ocorréncia natural, sobretudo por inibirem tanto a
peroxidacdo lipidica quanto a acdo da lipooxigenase [8].

Dentre esses compostos fendlicos podemos citar os taninos, que sdo sollveis em agua
e tem a capacidade de formar complexos insolliveis em meio aquoso, quando nestes estdo
presentes proteinas, alcaloides, gelatinas, dentre outros [9]. Dentro desta classe encontramos o
acido cafeico que é um composto quimico com elevado efeito antioxidante [10, 11, 12].

Cada vez mais tem-se aumentado a busca por estudos que tentem esclarecer a
interacdo existente entre compostos fendlicos e metais pesados, como cloreto de mercurio.
Neste intuito o objetivo do nosso estudo foi avaliar se o acido caféico possuia efeito
citoprotetor em modelos procarioto, eucarioto animal e vegetal contra a agao tdxica do cloreto

de mercdrio, como também avaliar a sua atividade antioxidante e quelante de ferro.

2. Materiais e Metédos

2.1. Substancias

O acido cafeico foi adquirido da Sigma® (St. Louis, EUA). O cloreto de mercurio foi
adquirido da Vetec Quimica Fina LTDA.

2.2. Microrganisms

Os microorganismos utilizados foram a bactéria Escherichia coli 06 (EC 06) e o fungo
Candida albicans 40006 (CA INCQS 40006), fornecido pelo Laboratério de Micologia da
Universidade Federal da Paraiba - UFPB e FIOCRUZ através do Instituto Nacional de
Controle de Qualidade em Saude (INCQS), respectivamente.
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2.3Espectroscopia de Transformacao de Fourier-Infrared (FTIR)

Inicialmente, a solucdo de acido cafeico foi preparada pesando 10 mg e diluido em 1 mL
de DMSO para dar uma concentragdo de 10 pg / mL. A partir desta solu¢ao, um volume de
512 pL foi diluido em 4488 ul. de DMSO, para obter uma concentragdo final de 1024 pg /
mL. Adicionou-se também uma solu¢do 10 mM de HgCI2 pesando 2,35 mg de HgCl: e dilui-
laem 1 mL de DMSOQO. Para obter uma concentracéo final de cloreto de mercdrio a 0,05 mM,
uma aliquota de 25 pL da solugdo 10 mM de HgCl. foi retirada e diluida num tubo de ensaio
contendo 1,25 mL da solu¢do de tanino (1024 pg / mL) e 3,275 mL de DMSO, resultando em
uma solugéo final de 5 mL. Enquanto isso, para obter uma concentragdo final de cloreto de
mercurio de 1,25 mM, uma aliquota de 625 pL da solugdo 10 mM de HgCl; foi retirada e
diluida para um tubo de ensaio contendo 1,25 ml da solu¢do de tanino (1024 pg / mL) e 3,25
mL de DMSO, resultando em uma solucdo final de 5 mL. As amostras foram entéo
submetidas a radiacdo infravermelha usando um espectrometro Bruker Vertex 70 combinado
com um acessorio atenuado de reflectancia total (ATR) feito de Seleno de Zinco (ZnSe).o A
regido espectral analisada variou de 200 a 4000 cm-1 usando uma resolucédo de 1cm™. Todos

0s espectros foram processados usando o Software OriginPro.

2.4 Concentracdo Inibitoria Minima (CIM)

A concentracdo inibitéria minima (MIC) foi avaliada por um ensaio de microdiluicdo de

acordo com Coutinho et al. [13], com modificacdes.

2.5 Avaliacdo do potencial citoprotetor em bactérias e fungos contra cloreto de mercurio

Para a avaliacdo do efeito protetor do produto no cloreto de mercurio, Eppendorfs
contendo concentragdes sub-inibitérias das amostras e suspensdes a 10° UFC / ml de
Escherichia coli 06 (EC 06) e Candida albicans (CA 40006) foram preparados em meio BHI
a 10%. Os ensaios foram realizados por microdiluicdo de acordo com Leite et al [14]. A
concentracdo de metal variou de: 5 mM a 0,00244 mM para mercario. As placas de
microdiluicdo foram incubadas durante 48 h a 37 ° C numa estufa em seguida, as
concentragfes bactericidas minimas (cbm) e a Concentracdo Fungicida Minima (CFM) foi
determinada. Foram utilizadas placas de Petri com Agar Infuséo de Coragdo (HIA) para

transferir as solugdes incubadas nas placas de microdiluicdo. Uma aliquota de cada poco da
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placa de microdiluicdo foi sub-cultivada em placas de HIA. Apds 24 horas de incubacdo a 35
+ 2 °C. As leituras de CBM e CFM foram realizadas com base no crescimento dos controles
microbianos, considerando o CBM e CFM a menor concentracdo do produto que inibiu o

crescimento visivel da subcultura [15].

2.6 Teste de alelopatia do acido galo em sementes de Lactuca sativa.

Foram realizados testes piloto para determinar o efeito alelopatico das amostras em estudo
utilizando o método descrito por Sobral-Souza et al. [7] e Coutinho et al., [16]. Os ensaios

foram realizados em triplicado e expressos como significados.

2.7 Avaliacdo do efeito citoprotetor do acido caféico em um modelo de planta (L. sativa)

contra cloreto de mercurio

Para realizar o teste, utilizaram-se placas de Petri preparadas conforme relatado
anteriormente. Quanto as concentracfes utilizou-se uma concentracdo sub-alelopéatica do
tanino (32 pg / mL) e do Cloreto de Mercurio (HgCl2), variando de 1.25mM a 0.01mM, de
acordo com Coutinho et al. [16]. Os parametros analisados no final dos sete dias foram:
contagem de sementes germinadas, indice de taxa de germinacdo (GRI), biometria radicular e
radicular, ocorréncia de necrose de raizes e anormalidades de plantulas, seguindo o Manual de
Regras para Analise de Sementes [17]. Os testes foram feitos em triplicado e expressados

como significativos.

2.8 Ensaio antioxidante DPPH

O potencial antioxidante do &cido caféico de cada fase foi avaliado usando o método
fotocolorimétrico in vitro do radical livre de DPPH (1,1-difenil-2-picril-hidrazilo) descrito por
Mensor et al. [18] e Nascimento et al. [19]. Neste ensaio, foram adicionados 300 pL de 4cido
cafeico (250 a 5 pg / mL) em 1500 pL. de DPPH (0,3 mM) e 1200 pL de etanol P.A. Todas as
leituras foram realizadas em triplicado, e com os dados médios obtidos, calculou-se a
diferenca de absorvancia entre as amostras e o controle negativo, e a porcentagem de
atividades antioxidantes (AA) obtidas por regressao linear para cada fase, obtendo assim a

concentragdo da amostra que promove a reducdo para metade da reducdo de 50% da
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concentracdo inicial de DPPH, respectivamente, conforme definido Concentracdo Efetiva
(ECsp).

2.9 Fe?* e Fe®* efeito quelante

A capacidade do &cido cafeico para quelar Fe (Il) e a capacidade de quelar Fe (I11)

foram determinados de acordo com o método de Puntel et al. [20].

2.10 Anélise Estatistica

Dados dos microrganismos sdo apresentados como a média geométrica + SEM de trés
repeticdes. A analise estatistica do teste utilizou uma ANOVA de dois sentidos seguida de
teste post-hoc de Bonferroni com p <0,0001. Todos os outros resultados foram apresentados
utilizando a média aritmética + SEM de trés repeticdes com ANOVA de dois sentidos,

seguido de teste pds-hoc de Tukey com p <0,0001.

2 Resultados e Discussao

3.1 Espectroscopia no Infravermelho com Transformada de Fourier (FTIR)

Para uma avaliacio das possiveis coordenacdes do ion Hg?" & molécula de acido
cafeico foram realizadas analises espectroscOpicas na regido do infravermelho para o acido
cafeico puro e misturado com HgClo. Para um melhor entendimento destaca-se que a
molécula do &cido cafeico possui dois sitios de coordenacdo para um metal M?*, sendo um na

porcdo catecol e o outro na funcédo carboxilico como mostrado na fig. 1.

Fig. 1. Molécula do acido cafeico com os possiveis sitios de coordenagdo para ions

metalicos.
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A Fig. 2. mostra o espectro de absor¢do do acido cafeico na regifo de 2000 a 200 cm™.
A banda que ocorre na regifo de 1681 cm™ no tanino puro, caracteristica da deformagcéo axial
da ligacdo C=0 de acido carboxilico, sofre um deslocamento para as regides de 1668 e 1658
cm™* no conjugado tanino- metal 1,25 e 0,05 mM, respectivamente.

Santos & Sussuchi [21] durante estudo da complexagdo entre o Cobalto (Ill) e a
Quercetina (integrante de outra classe de compostos fendlicos) notaram o deslocamento da
banda caracteristica do grupo carbonila, que nesse composto ocorre em 1664 cm™ para a
regido de menor energia 1610 cm™, um indicio de que a coordenagdo do composto ao ion
metalico pode ocorrer através do oxigénio da carbonila. A presenca de uma banda em 1009
cm™ no tanino puro é caracteristico do estiramento C-O. E possivel notar que, ao conjugar o
tanino, com o metal a 1,25 mM e 0,05 mM as bandas que representam esse estiramento tem
um aumento bastante significativo na sua intensidade. A descoberta de uma banda em 1445
cm® no tanino puro, caracteristica da presenca do anel aromatico, sdo confirmados pelas

bandas em 1439 cm™ no tanino conjugado em ambas as concentragdes do metal [22,23, 24].
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Fig.2. Espectro de Infravermelho do DMSO, Acido caféico puro, Acido caféico + DMSO e
Acido caféico complexado ao cloreto de mercdrio 1,25 mM e 0,05 mM na regido entre 4000

cm™a 2000 cm™.
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Fig. 3. Espectro de Infravermelho do DMSO, Acido cafeico puro, Acido cafeico + DMSO e

Acido cafeico complexado ao cloreto de merctrio 1,25 mM e 0,05 mM na regido entre 2000
cm™ a 4000 cm™.
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A Fig. 3. mostra o espectro de infravermelho do éacido cafeico na regido de 4000 a
2000 cm™?, quando este é conjugado ao HgCl, 0,05 e 1,25 mM, respectivamente. Comparando
o0 espectro de infravermelho do acido cafeico puro, ou seja, quando este ndo esta conjugado ao
metal, nota-se que a banda dos grupamentos fendlicos no acido cafeico que ocorre em 3172
cmt é deslocada para as regides de 3394 cm™ e 3409 cm™ quando este tanino é conjugado ao
metal nas concentragdes de 0,05 e 1,25 mM, respectivamente, o que indica a coordenacédo do
metal que ocorre por meio da ligacdo deste com os grupos fenolicos do acido cafeico.

A partir da analise dos dois espectros, percebe-se que existem as duas possibilidades
de coordenagdo do fon Hg®" ao acido cafeico uma na posicdo dos grupos fendlicos e na

carboxila.

3.2 Efeito quelante de Fe?* e Fe** e teste de reducdo de ferro antioxidante (DPPH)

Na tabela 1 abaixo encontra-se os valores de DPPH e efeito quelante do Acido caféico

Tabela 1. Valores da reducdo do ion férrico, quelacdo de metal e antioxidante.

EC50 (DPPH) IC50(Fe?*) IC50(Fe®)
(mmol/g) (ng/g of sample) (ng/g of sample)
Ac. Asc 1,61 £1,64 35,9000 16,38+1,00
Aci. Caf 3,24+ 1,06 2,3030 18,55 0,75+

De acordo com os dados obtidos na tabela 1, podemos observar que o acido caféico
tanto apresenta uma consideravel acdo antioxidante como também consegue quelar os ions
ferro. O tanino utilizado no teste consegue quelar o Ferro em até 15 vezes mais que o controle
que é o acido ascorbico. Para o Fe®* o 4cido caféico apresenta valores muito proximos ao
controle, comprovando desta forma também sua potente a¢do antioxidante.

Os antioxidantes definem-se como substancias, que em baixa concentragfes previnem
ou retardam a oxidacdo do substrato [8]. Dentre os antioxidantes naturais estdo inclusos os
compostos fenolicos. Eles estdo presentes em organismos vegetais, atuando por exemplo, na
protecdo contra agravos em seus tecidos. Os &cidos fendlicos, possuem pelo menos um anel
aromatico com um grupo hidroxila ligado a ele, que atribui defesa contra ataques de radicais
livres [25].
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Muitos trabalhos na literatura demonstram a atividade antioxidante dos compostos
fendlicos, dentre eles os taninos. Rodrigues et al [26] estudou a atividade antioxidante dos
extratos etandlicos das folhas de Croton heliotrpiifolius e Croton blanchetianus que através
da prospeccao fitoquimica apresentou taninos em sua constituicdo. Os extratos apresentaram
atividade antioxidante como sequestradores do radical DPPH. Viera et al [27] determinou a
atividade antioxidante também pelo método de DPPH do extrato metandlico das folhas e
cascas do caule de Myracrodruon urundeuva, que apresentou em sua constituicdo uma
quantidade significativa de fenois totais, sendo ja relatado em outros trabalhos no seu estudo
quantidades de taninos na casca, apresentando uma atividade antioxidante, com valores de
12,9 e 10,9 para as folhas e cascas, respectivamente, valores esses bem abaixo do controle
utilizado no estudo que foi de 220,essa acdo antioxidante foi atribuida aos compostos
fenolicos presentes nos extratos. Em trabalhos realizados com extrato de Eugenia uniflora,
que apresentava em sua composicdo quimica além de outros compostos fenolicos, o acido
caféico, apresentou uma atividade antioxidante pelo efeito quelante [28]. Figueredo et al [29]
e Leite et al [30] também demonstraram atividade antioxidante em seus estudos que foi
atribuida a presenca de compostos fendlicos presentes em seus extratos.

Os antioxidantes advindos de vegetais, possuem carater bastante variado, mais os que
sd0 vistos como responsaveis por maior capacidade antioxidante, sdo os compostos fendlicos,

como taninos, flavandides, dentre outros [31].
3.3 Concentracgao Inibitéria Minima (CIM)

Fig. 4. ConcentragBes bactericidas do cloreto de mercurio e associadas ao &cido
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De acordo com a fig. 4. podemos observar que o &cido caféico ndo conferiu
citoprotecdo ao modelo bacteriano utilizado no estudo, visto que, ao realizar a associacdo da
substancia com o cloreto de mercdrio, utilizado neste teste como controle, aumentou a
toxicidade, causando nesse caso um sinergismo. Isso pode ser evidenciado pelo fato que
associacdo das substancias necessitam de uma menor concentragdo para causar a mesma
morte do microrganismo. Esse sinergismos € explicado pelo fato que o &cido caféico possui
atividade antimicrobiana, entdo quando associado ao cloreto de mercdrio diminui a
concentracdo necessaria para matar a mesma quantidade de cepas bacterianas.

Sobral-Souza [7] e Cunha et al [28] realizando estudos com extratos etanolicos das
folhas de Eugenia jambolana e Eugenia uniflora, respectivamente, frente a cepa bacteriana
Escherichia coli 11105, encontraram resultados diferentes do nosso, onde no primeiro houve
uma leve citoprotecdo e no segundo uma citoprotecdo mais consideravel. Tanto o extrato de
um como do outro apresentava em sua composi¢do compostos fenolicos.

Outros estudos foram realizados para analisar o efeito citoprotetor de extratos em
modelo bacteriano de E. coli ATCC 11105 frente a acdo de metais pesados, s que o metal
utilizado nos estudos foi o ferro Il. Sobral-Souza et al [25] utilizou o extrato etandlico das
folhas de Eugenia uniflora e Psidium sobraleanum e Leite et al [30] utilizou o extrato
etandlico de Eugenia jambolana e Psidium myrsinites, ambos extratos possuiam em sua
composicdo consideravel quantidade de compostos fendlicos. Os resultados obtidos nos
estudos corroboraram com o presente estudo, pois 0s extratos ndo conferiram citoprotecdo ao
modelo procarioto, desta forma ndo alterando o perfil de sobrevivéncia bacteriana.

O extrato etandlico, diclorometano e fracdoes de acetato de etila das folhas de
Lygodium venustum, demonstraram uma significativa citoprotecdo a E. coli ATCC 25922
contra a acdo do cloreto de mercurio, sendo assim necessaria uma maior concentracdo do
metal para reduzir o nimero de cepas bacterianas. Este resultado contradiz com o encontrado
no nosso estudo [29]. Lima et al [32] também encontrou em seus estudos com o extrato
etandlico e fracBes metandlica e acetato de eitla uma citoprotecdo ao modelo bacteriano E.
coli 11105 frente a acdo de cloreto de mercurio, desta forma reduzindo o nimero de cepas
mortas na presenca do metal associado ao produto vegetal. A analise fitoquimica das folhas
apresentaram taninos dentre outros compostos.

Os resultados contrarios ao nosso estudo pode ser explicado devido ao fato dos autores
acimas citados utilizarem em seus estudos extratos, que sdo substancias complexas, que além
do &cido caféico possuem em sua composi¢cdo uma diversidade muito grande de outros

compostos fenolicos que podem ter sido os responsaveis nas diferencas de resultados.
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FIG. 5. Concentra¢fes fungicidas do cloreto de Mercdrio sozinho e associadas ao &cido

cafeico
Candida albicans
=
E 3007
o Il Control HgCl,
=3
0 Bl cCaffeic Acid + HgCl,
= 2004
S
c
©
()
= 1004
L
@
£
S o
)

Substances

De acordo com a fig. 5. podemos observar que o acido caféico ndo apresentou efeito
citoprotetor frente ao modelo eucarioto utilizado no estudo, como também ele ndo aumento o
namero de microrganismos mortos quando associado ao cloreto de mercurio.

Nossos dados corroboram com Figueredo et al [33], Sobral-Souza [25] e Leite et al
[30] que utilizaram extratos para verificar acdo citoprotetora frente Candida krusei 02, contra
o cloreto de mercurio e Candida albicans 62 frente ions ferro Il, respectivamente. Esses

extratos possuiam em sua composi¢do compostos fenolicos.
3.4 Efeito alelopatico em sementes de alface
Alelopatia € um processo no qual produtos do metabolismo secundério de uma

determinada planta, sdo liberados, dificultando desta forma a germinacéo e o desenvolvimento

de outros vegetais proximos a ela [34].
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FIG. 6. Avaliacdo de sementes de Lactuta sativa em diferentes concentracfes do &cido
cafeico
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De acordo com a figura acima podemos perceber que a concentracdo alelopatica do
acido caféico para as sementes de Lactuta sativa, foram superiores a 512 pg/mL. Desta forma
podendo ser utilizada no teste de citoprotecdo a semente de alfaces qualquer uma das
concentragdes inferiores a ela, o que poder observado na figura 5. Porém numa andlise visual,
a concentracao escolhida foi a de 32 pg/mL, pois esta apresentou um melhor desenvolvimento

e crescimento das radiculas e cauliculos da L. sativa.
3.5 Velocidade de Germinagao

FIG. 7. Velocidade de germinagdo das sementes de Lactuta sativa submetidas ao tratamento
com 4agua, acido caféico, diferentes concentracGes de cloreto de mercurio e da associacao
destes com a substéancia isolada.
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Neste teste foi observado a velocidade com que as sementes de alface germinavam
num periodo de sete dias. Para isso elas receberam 0s seguintes tratamentos: sementes que
receberam apenas agua (controle), o &cido caféico na concentracdo sub-alelopatica escolhida
para o ensaio, diferentes concentracdes de cloreto de mercurio (1,25 mM, 0,5 mM, 0,05 mM e
0,01 Mm) como também associa¢fes das diferentes concentragdes do metal com o acido
cafeico.

Podemos observar de acordo com a figura acima que ndo houve diferencas
significativas entre os resultados. Porém mesmo ndo havendo essa diferenca, € evidente que
na maior concentragdo do metal (1,25 pg/Ml), houve uma melhor germinacdo das sementes
quando estas receberam o tratamento do metal associado a substancia em estudo (1,25 pg/mL
+ 4cido caféico). Alguns metais pesados em baixas doses sao micronutrientes essenciais para
plantas, mas em doses elevadas podem acarretar distirbios metabolicos e inibicdo do

crescimento para a maioria das espécies de plantas [35,36]

3.6 Efeito citoprotetivo sobre sementes de alface contra HgCI2

FIG. 8.- Medicéo de cauliculo e radiculo de Lactuta sativa submetidas ao tratamento com
cloreto de mercurio e a associagdo deste com o acido caféico
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Neste teste foi realizado a medicdo tanto dos cauliculos quanto das radiculas das
sementes de alface germinadas num periodo de sete dias, que receberam tratamentos com as
diferentes concentracbes de metais e com a associagdo destes ao &cido caféico. Como

podemos observar na figura, nas maiores concentragdes de metal e da associagdo deste com
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acido caféico, ndo houve diferengas quanto ao crescimento tanto de radiculas quanto de
cauliculos. Porem na concentragdo de 0,05 mM, houve melhor resultado ( mesmo que ndo
tenha sido estatisticamente relevante) quando o acido caféico foi adicionado ao cloreto de
mercurio, desta forma permitindo um maior crescimento das radiculas . E na menor
concentracdo estudada tanto os cauliculos como as radiculas tiveram um crescimento maior
quando foi utilizado o metal pesado juntamente a substancia em estudo.

Nossos resultados corroboram com Sobra-Souza et al [7], Cunha et al [28] e Leite et al
[14] que em seus estudos obtiveram uma citoprotecdo as sementes de alface contra acéo
toxica do cloreto de mercurio, desta forma permitindo que os cauliculos e as radiculas
tivessem um melhor crescimento do que quando utilizadas somente com o metal pesado. Mas
nos trabalhos deles esse resultado foi observado em todas as concentrac@es utilizadas. Esse
fato pode ser devido, aos mesmos, utilizarem extratos, que é uma complexo de substancias,
onde apresentam diversos metabdlitos secundarios e que podem estar além do acido caféico,
causando este resultado.

3.7 Massa seca de cauliculos e radiculos

FIG. 9. Massa seca das semente de Lactuta sativa submetidas ao tratamento com a maior e
menor concentracdo de cloreto de nercurio, e da associacao destes com o acido caféico
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Neste resultado € avaliado a massa seca das sementes de Lactuta sativa na maior e
menor concentracdo do cloreto de mercurio e deles associado ao tanino utilizado no ensaio.

Podemos notar que ha um maior aumento de massa seca quando as sementes de alface
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recebem o tratamento cloreto de mercurio + &cido caféico, isso pode ser evidenciado tanto na
maior concentracdo (mesmo que ndo haja diferenga significativa) quanto na menor
concentracdo, tanto para os cauliculos quanto para as radiculas.

Um aumento no percentual de massa seca demonstra que o &cido caféico ele nédo
somente confere uma citoprotecdo as sementes de alface contra a toxicidade do cloreto de
mercurio, permitindo um maior crescimento nas radiculas e cauliculos, mas como também ele
confere uma maior preservacdo dos tecidos vegetais das sementes, resultando desta forma
numa protecdo de nutrientes que sdo essenciais para 0 seu desenvolvimento. Como também
podemos supor que nos cauliculos e radiculas que receberam tratamento apensas com o metal
pesado, 0 seu crescimento é devido a incorporacdo de agua presente e ndo a um melhor
desenvolvimento das sementes de alface.

A contaminacdo de solos com metais pesados, afeta ndo somente o crescimento e a
distribuicéo na planta, como também interfere nos seus ciclos biolégicos [37]. Alguns autores
falam, que tanto a inibicdo como o crescimento da raiz resultante da acdo de metais pesados,

pode ser devido a interferéncia deles com a divisédo celular [38,39,40].

4. Concluséao

O produto utilizado no estudo ndo conferiu citoprotecdo ao modelo procarioto e
eucarioto animal. Porém demonstrou ser eficaz na protecdo contra acdo de metal pesado no
modelo eucarioto vegetal, que pode ser evidenciado tanto pelo maior crescimento de
cauliculos e radiculas como também pelo aumento da massa seca, resultando num melhor
desenvolvimento das sementes de Lactuta sativa. Esta agio citoprotetora apresentada pelo
acido caféico pode estar associada a acdo antioxidante e quelante do produto. Estes resultados
além de inovadores, tornam-se importante na busca de novos produtos que possam reverter a

acdo toxica de metais pesados nos ambientes.
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Bezerra, Maria do Socorro Costa, Fabia Ferreira Campina, Thiago Sampaio de Freitas,
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Silva,Yedda Maria Lobo Soares de Matos, Francisco Nascimento Pereira-Junior, Jodo
Herminio da Silva, Irwin Rose Alencar Menezes, Raimundo Nonato Pereira Teixeira,

Aracélio Viana Colares, Henrique Douglas Melo Coutinho.
RESUMO

As atividades realizadas pelo, principalmente na industria, vém contribuindo para o aumento
da contaminacdo do solo com os metais pesados. O objetivo deste trabalho foi determinar o
efeito quelante e atividade antioxidante do pirogalol, como também avaliar atividade
citoprotetora do produto em modelo procarioto e eucarioto animal e vegetal, contra agéo
toxica do cloreto de mercurio. A atividade antioxidante foi determinada pelo DPPH, onde o
pirogalol apresentou uma atividade consideravel, conseguindo também quelar os ions ferro.
Para atividade microbiologica, foi realizado o método de microdiluicdo, obtendo-se assim a
Concentracdo Inibitéria Minima (CIM) e a partir da Concentracdo sub-inibitéria, foi
determinada a Concentracdo Bactericida e Fungicida Minima (CBM) e (CFM)
respectivamente. O produto em questdo ndo conferiu citoprotecdo a bactéria e fungo utilizado
no teste. Para avaliacdo da citoprotecdo em modelo vegetal, utilizou as sementes de Lactuta
sativa e a concentracdo sub-alelopéatica do produto, com diferentes concentracdes do HgCI2.
Neste teste podemos observar que o tanino conferiu uma citoprotecdo ao modelo vegetal,
permitindo um melhor crescimento e desenvolvimento dos cauliculos e radiculas da planta,
desta forma preservando tecidos necessarios pra sobrevivéncia do vegetal. Diante destes
resultados podemos perceber que o pirogalol apresenta atividade citoprotetora em modelo
eucarioto vegetal, podendo atuar como uma alternativa para o crersciemento de plantas em
areas contaminadas.

PALAVRAS-CHAVES: Pirogalol, citoprotecdo, metal pesado

1. INTRODUCAO
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A expressdo metal pesado, € empregado atualmente para designar metais que apresentam
uma alta potencialidade toxica adjunta & poluicdo (ANZECC; ARMCANZ, 2000). As acOes
humana contribuem para liberacdo desses metais na atmosfera (GRATAO et al., 2005), como
a industria, mineracdo, dentre outras (BHARGAVA et al., 2012).

Entre os vérios metais pesados existentes, podemos citar o Aluminio, Ferro, mercurio
(TSUTIVA, 1999), este ultimo pode chegar a natureza tanto de forma natural como também
artificial, como resultado da queima de combustiveis fosseis (BOENING, 2000; CARVALHO
et al., 2001). Alguns metais sdo essenciais, mas quando em niveis altos, podem causar
problemas a salde dos seres vivos, resultando tanto num problema de sadde publica quanto
ambiental (VALLE, 2012).

Os compostos fendlicos devido, por exemplo, a capacidade redutora, possui atividade
antioxidante. Esta propriedade pode neutralizar os radicais livres e quelar metais de transicao
(HASLAM, 1996; SOARES, 2002). Dentre os compostos fendlicos, podemos citar o
pirogalol que é um tanino, que possui formula quimica C6H603 de origem sintética
(MAZZEI, 2009).

A radiacdo infravermelha no espectro eletromagnético esta inserida entre a regido do
visivel e das microondas onde a faixa mais comumente utilizada est4 entre 4000 cm-1 e 400
cm-1, a qual é nomeada de infravermelho médio.Através da energia fornecida pela radiacao
no infravermelho que corresponde cerca de 2 a 15 kcal, pode ocorrer interferéncia dos niveis
de vibracdo de uma ligacdo quimica resultando em vibracdes moleculares (SOLOMONS,
2009).

Mesmo o processo de absor¢do no infravermelho sendo quantizado, é possivel
observar no espectro uma série de bandas ao invés de linhas. Isto se deve ao fato que cada
mudanca de nivel de energia vibracional corresponde a uma série de modifica¢bes de niveis
rotacionais, dessa forma as linhas se sobrepem dando origem as bandas observadas
(SILVERSTEIN; BASSLER; MORRILL, 2005). A espectroscopia infravermelha é uma
importante ferramenta para a identificacdo de compostos (SETTLE, 1997).

Diante do exposto o objetivo do nosso trabalho é analisar a atividade citoprotetora do
pirogalol frente & agdo toxica do cloreto de mercdrio, em modelo procarioto e eucarioto, tanto

vegetal quanto animal. Também determinar a atividade antioxidante e quelante deste tanino.

2. MATERIAIS E METODOS

2.1. Substancias
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O pirogalol foi adquirido da Sigma® (St. Louis, EUA). O cloreto de mercurio foi
adquirido da Vetec Quimica Fina LTDA.

2.2. Microrganismos

Os microorganismos utilizados foram a bactéria Escherichia coli 06 (EC 06) e o fungo
Candida albicans 40006 (CA INCQS 40006), fornecido pelo Laboratério de Micologia da
Universidade Federal da Paraiba - UFPB e FIOCRUZ através do Instituto Nacional de
Controle de Qualidade em Saude (INCQS), respectivamente.

2.3. Espectroscopia de Transformacéo de Fourier-Infrared (FTIR)

Inicialmente, a solucdo de pirogalol foi preparada pesando 10 mg e diluindo-a em 1
mL de DMSO para se obter uma concentracdo de 10 ng / mL. A partir desta solugdo, um
volume de 512 pL foi diluido em 4488 pL de DMSO, para obter uma concentragdo final de
1024 pg / mL. Adicionou-se também uma solucdo 10 mM de HgCI2 pesando 2,35 mg de
HQgCI2 e dilui-la em 1 mL de DMSO. Para obter uma concentragdo final de cloreto de
mercurio a 0,05 mM, uma aliquota de 25 pL da solucdo 10 mM de HgCl2 foi retirada e
diluida num tubo de ensaio contendo 1,25 mL da solugdo de tanino (1024 pg / mL) e 3,275
mL de DMSO, resultando em uma solucdo final de 5 mL. Enquanto isso, para obter uma
concentracao final de cloreto de merctrio de 1,25 mM, uma aliquota de 625 pL da solucao 10
mM de HgCI2 foi retirada e diluida para um tubo de ensaio contendo 1,25 ml da solucéo de
tanino (1024 pg / mL) e 3,25 mL de DMSO, resultando em uma solugdo final de 5 mL. As
amostras foram entdo submetidas a radiacdo infravermelha usando um espectrémetro Bruker
Vertex 70 combinado com um acessério atenuado de reflectancia total (ATR) feito de Seleno
de Zinco (ZnSe). A regifo espectral analisada variou de 200 a 4000 cm™ usando uma

resolucéo de 1cm™. Todos os espectros foram processados usando o Software OriginPro.

2.4 Concentracéo Inibitoria Minima (CIM)

A concentragdo inibitoria minima (CIM) do pirogalol foi avaliada por um ensaio de

microdiluicdo de acordo com Coutinho et al. (2008), com modificaces.
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2.5 Avaliagdo do potencial citoprotetor em bactérias e fungos contra cloreto de mercurio

Para a avaliacdo do efeito protetor do produto no cloreto de mercurio, Eppendorfs
contendo concentragdes sub-inibitorias das amostras e suspensbes a 10° UFC / ml de
Escherichia coli 06 (EC 06) e Candida albicans (CA 40006) foram preparados em meio BHI
a 10%. Os ensaios foram realizados por microdiluigdo de acordo com Leite et al (2017). A
concentracdo de metal variou de: 5 mM a 0,00244 mM para mercurio. As placas de
microdiluicdo foram incubadas durante 48 h a 37 ° C numa incubadora. Em seguida, as
concentracdes bactericidas minimas (CBM) e a conecntracdo fungicida minima (CFM) foi
determinada. Foram utilizadas placas de Petri com Agar Infusédo de Coracdo (HIA) para
transferir as solugdes incubadas nas placas de microdiluicdo. Uma aliquota de cada pogo da
placa de microdiluicdo foi sub-cultivada em placas de HIA. Apds 24 horas de incubacdo a 35
* 2 °C. As leituras de CBM e CFM foram realizadas com base no crescimento dos controles
microbianos, considerando o CBM e o CFM a menor concentracdo do produto que inibiu o
crescimento visivel da subcultura (SHADOMY et al., 1985).

2.6 Teste de alelopatia do pirogalol em sementes de Lactuca sativa L.

Foram realizados testes piloto para determinar o efeito alelopatico das amostras em estudo
utilizando o método descrito por Sobral-Souza et al. (2014) e Coutinho et al., (2017). Os

ensaios foram realizados em triplicado e expressos como significados.

2.7Avaliacdo do efeito citoprotetor do pirogalol em um modelo de planta (L. sativa) contra

cloreto de mercurio

Para realizar o teste, utilizaram-se placas de Petri preparadas conforme relatado
anteriormente. Quanto as concentragcdes utilizou-se uma concentracdo sub-alelopética do
pirogalol (32 ng / mL) e do Cloreto de Mercurio (HgCI2), variando de 1.25mM a 0.01mM, de
acordo com Coutinho et al. (2017). Os parametros analisados no final dos sete dias foram:
contagem de sementes germinadas, indice de taxa de germinacdo (GRI), biometria radicular e
radicular, ocorréncia de necrose radicular e anormalidades de plantulas, seguindo o Manual de
Regras para Analise de Sementes (BRASIL, 2009). Os testes foram feitos em triplicado e

expressados como significativos.

2.8 Ensaio antioxidante DPPH
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O potencial antioxidante do pirogalol foi avaliado usando o método fotocolorimétrico
in vitro do radical livre de DPPH (1,1-difenil-2-picril-hidrazilo) descrito por Mensor et al.
(2001) e Nascimento et al. (2017). Neste ensaio, foram adicionados 300 puL. da amostra de
pirogalol (250 a 5 pg / mL) em 1500 pL. de DPPH (0,3 mM) e 1200 pL de etanol P.A. Todas
as leituras foram realizadas em triplicado, e com os dados médios obtidos, calculou-se a
diferenca de absorvancia entre as amostras e o controle negativo, e a porcentagem de
atividades antioxidantes (AA) obtidas por regressdo linear para cada fase, obtendo assim a
concentragdo da amostra que promove a reducdo para metade da reducdo de 50% da
concentracdo inicial de DPPH, respectivamente, conforme definido Concentracdo Efetiva
(EC50).

2.9 Fe?* e Fe®* efeito quelante

A capacidade do pirogalol para quelar Fe (11) e a capacidade de quelar Fe (111) foram

determinados de acordo com o método de Puntel et al. (2005).

2.10 Anédlise estatistica

Os dados dos microrganismos sdo apresentados como a média geométrica + SEM de trés
repeticdes. A andlise estatistica do teste utilizou uma ANOVA de dois sentidos seguida de
teste post-hoc de Bonferroni com p <0,0001. Todos os outros resultados foram apresentados
utilizando a média aritmética + SEM de trés repeticdes com ANOVA de dois sentidos,

seguido de teste pds-hoc de Tukey com p <0,0001.
3.RESULTADOS E DISCUSSAO
3.1 Espectroscopia no Infravermelho com Transformada de Fourier (FTIR)
A Figura 1 mostra o espectro de absorcdo do Pirogalol onde a regido situada entre
3100- 3650 cm™* apresenta um pico intenso em 3420 cm™ caracteristico do estiramento O-H

causado pelas pontes de hidrogénio intra e intermolecular presentes no composto (DEGUCHI,

2014). Nota-se que com a adi¢cdo do metal em ambas as concentra¢Bes, ha uma significativa
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reducdo na intensidade desta banda. O desaparecimento da banda tipica de estiramento O-H
sugere que o grupo hidroxila pode estar coordenado ao metal em questé&o.

Os resultados assemelham-se com os dados obtidos por Verza (2006) onde os picos
caracteristicos apresentados pelo Pirogalol encontravam-se em 3400 cm™ representado pela
deformacgdo axial de C-H aromatico, 1900 e 1700 cm™ bandas caracteristicas de um anel
trissubstituido; 1620 e 1520 cm™ caracteristicas da deformagéo axial C=C de anel aromatico;

deformacéo angular de O-H e axial de C-O em 1390 e 1180 cm* respectivamente.

Figura 1. Espectro de IV do DMSO, Pirogalol puro, Pirogalol + DMSO e Pirogalol

complexado ao cloreto de mercurio 1,25 mM e 0,05 mM na regido entre 4000 cm™a 2000 cm"
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Na regido entre 2000-200 cm™ (Figura 2) destaca-se uma reducdo significativa na
intensidade do pico 1015 cm™ que representa o estiramento C-O. A alteracdo na banda de
estiramento C-O (1314 cm™) é observada quando ha coordenagdo no grupo orto-fenélico (O-
H) (BUKHARI et al, 2009; SOUZA & GIOVANI, 2005).

O pico na regido de 1662 cm™, como ilustrado na Figura 2, pode ser caracteristico da
presenca de &gua absorvida devido a formacdo angular (HOH) enquanto que a banda 1619
cm relaciona-se a contribuicdes das ligacdes C=C, incluindo as do anel aromatico presente
na estrutura do Pirogalol.

Mohammed-Ziegler & Billes (2002) estudaram também as frequéncias do Pirogalol
através do infravermelho, destacando os picos em 3432 cm™ nas frequéncias medidas e
calculadas respectivamente, onde ambas correspondem ao estiramento O-H. As bandas que
ocorrem em aproximadamente 914 e 910 cm™ correspondem ao bending fora do plano C-H;

enquanto as bandas na regifo de 1000 e 1985 cm representam o estiramento C-C.

Figura 2. Espectro de IV do DMSO, Pirogalol puro, Pirogalol + DMSO e Pirogalol
complexado ao cloreto de mercirio 1,25 mM e 0,05 mM na regido entre 2000 cm™ a 200 cm™.
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Biscarini e Nivellini (1969) ao analisarem compostos adicionais de sulfidras organicas
mostraram que o coreto de mercdrio (HgCl.) apresenta absorcéo entre a regido de 200- 200
cm que é geralmente representada pela apari¢éo de um dubleto.

Visando elucidar a interacdo de outras classes de compostos fendlicos, diversos
autores estudaram este mecanismos através da espectroscopia de infravermelho.

Falcdo e Araujo (2012) caracterizaram as principais bandas dos taninos hidrolisaveis e
condensados onde a presenca destas na regido de 1615 a 1606 cm™ e 1452 a 1446 cm™ séo
caracteristicas de vibraces de estiramento do anel aromatico junto com 1518 a 1507 cm™
atribuidas as vibragdes no esqueleto do anel. Em relagdo ao estiramento C-O, este &

caracterizado pela presenca de bandas na regido entre 1211- 1196 e 1043- 1030 cm™.
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Decandio & Alexiou (2011) ao estudar o flavonoide 5- hidroxiflavona, enquadrado em
outra classe de compostos fendlicos, observou que em seus espectros de IV havia uma
mudanca na posi¢io das bandas do estiramento C=0 o qual passava de 1655 cm™ no
flavonoide livre para 1633 cm™ e 1626 cm™ no flavonoide complexado ao Crémio (111). Hiraki
e colaboradores (1978) ja haviam observado o deslocamento dessas bandas ao estudar a
complexacéo da 5- hidroxiflavona com outros metais.

Como ilustrado anteriormente na Figura 2, houve uma diminui¢do na intensidade dos
picos presentes no infravermelho do Pirogalol nas faixas de 950 e 1015 cm™ o que poderia
indicar uma interagdo deste tanino com o HgCl» através de ligacoes de hidrogénio.

Jé se sabe que outra classe de compostos fenolicos, os flavonoides, possuem diversos
mecanismos que auxiliam na sua atividade antioxidante como, por exemplo, a captura de
espécies reativas de oxigénio, inibicdo de enzimas que originam anion superoxido além de sua
capacidade de quelar metais de transi¢do (BIESAGA, 2011). Essa interacdo metal- flavonoide
produz complexos que impedem a participacdo desses ions nas reagdes que levam a producéo
de radicais livres (LANGE; PIERPONT, 1994).

Araujo (2008) estudou a interacdo de complexos de ruténio e ligantes fendlicos no 1V,
demonstrando que a banda de estiramento v(C-O) do complexo sofre um deslocamento
quando comparamos esta ao espectro da 3-hidroxiflavona livre (de 1214 cm™ para 1208 cm™)
indicando uma possivel coordenagdo do metal ao oxigénio da ligacdo C=0.

Decandio e Alexiou (2011) a fim de avaliar a possivel coordenacdo do complexo
Crémio (11)-5-hidroxiflavona, comparou o espectro obtido através deste complexo ao espectro
da 5-hidroxiflavona livre. Notou-se que também havia uma notadvel modificacdo
principalmente na vibragdo de estiramento C=O qual mudava de 1665 cm™, quando o
flavonoide encontrava-se na forma livre, para 1653 e 1626 cm™ quando 0 mesmo encontrava-

se complexado ao metal.

3.2 Efeito quelante de Fe?* e Fe* e teste de reducéo de ferro antioxidante (DPPH)

Os valores para o efeito quelante (1C50) e DPPH (EC50) foram medidos na Tabela 1
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Tabela 1. Valores da reducédo do ion férrico, quelacdo de metal e antioxidante ativista.

EC50 (DPPH) IC50(Fe?*) IC50(Fe®)

(mmol/g) (1g/g of sample) (1g/g of sample)
Ac. Asc 1,61 +1,64 35,9000 16,38+1,00
Pyrogallol 2,92+ 1,04 2,0700 17,06 +1,20

De acordo com a Tabela 1 podemos observar que o pirogalol apresenta tanta uma
atividade antioxidante, conseguindo reduzir o radical DPPH, com valores aproximados ao do
controle, como também apresenta uma consideravel atividade quelante, conseguindo ser bem
mais eficaz que o controle que € o acido ascorbico em Fe?*.

Antixidantes sdo aquelas substancias que estdo presentes em niveis baixos, quando
elas sdo comparadas ao substrato. Elas tem como propriedade dificultar ou atrasar ou até
mesmo inibir a oxidacdo do substrato (ATOUI et al., 2005; VALKO et al., 2004). Diversos
estudos realizados com compostos fendlicos e também com flavanoides, demonstram a
capacidade de capturacéo de radicais livres, resultando por exemplo, na prevencao de doencas
cardiovasculares (NESS & POWLES, 1997; STOCLET et al., 2004).

Pode-se dizer que a eficacia de um antioxidante vai depender da capacidade que ele
tem em sequestrar estes radicais livres (SHARMA & SINGH, 2013). A transferéncia dos
hidrogénios neutraliza a a¢do dos radicais livres, os compostos fendlicos sdo responsaveis por
isso (BREWER, 2011).

Vaérios trabalhos na literatura demonstram a atividade antioxidante dos compostos
fenolicos. Como o de Paula et al (2015), Macedo et al (2013), Rodrigues et al (2017), Vieira
et al (2015), Leite et al (2016), Costa et al (2017), dentre outros.

3.3Concentracao Inibitéria Minima (CIM)

Fig.3. Concentragdes bactericidas do cloreto de mercurio e associadas ao pirogalol
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Podemos observar de acordo com a fugura 3 e a figura 4, que o tanino utilizado no
ensaio nao conferiu citoprotecdo, nem ao modelo procari6tico nem ao eucariotico animal, isto
pode ser evidenciado devido ao maior numero de mortes dos microrganismo com uma
concentracdo menor quando associa-se o pirogalol com o cloreto de mercdrio, do que quando
utilizado somente o metal pesado. Desta forma observa-se um sinergismo ao uso
concomitante dos dois produtos juntos.

Para 0 modelo procarioto resultados semelhantes foram encontrados nos estudos de
Leite et al. (2014), Sobral-Souza et al. (2014b), Leite et al. (2016) utilizando como metal
pesado o ferro e Lima et al. (2014) utilizando o cloreto de mercurio com a fragdo hexanica. Ja
os resultados de Sobral-Souza et al. (2014a), Cunha et al. (2016), Figueredo et al. (2016b),

Leite et al. (2017) e Lima et al (2014) para as outras fragdes, discordaram com o presente
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estudo, uma vez que foi conferida a citoprotecdo a bacteria contra agdo toxica do metal
pesado.

Para o modelo eucarioto animal nossos resultados diferem com o de Figueiredo et al.
(2016a) utilizando a Candida krusei 06, onde no estudo do mesmo houve uma citoprotecédo ao
modelo fangico. J& os resultados de Leite et al. (2014), Leite et al. (2016) e Sobral-Souza et
al. (2014b) corroboram com 0s nossos resultados, uma vez que ndo houve uma citoprotecéo.

Os resultados divergentes entre o presente estudo e o de alguns autores acima citados,
pode ser explicado pelo fato deles utilizarem extratos em seus testes, estes sao substancias
complexas, que podem ou n&o ter o tanino em questdo, mas além disso possuem um gama de

outras substancias que podem ter contribuido para o resultado de citoprotecé&o.

3.4Efeito alelopatico em sementes de alface

Fig. 5. Avaliagéo do efeito alelopatico de Lactuca sativa em diferentes concentragfes de
pirogalol
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A alelopatia, dentre varias outras definicdes, € um processo pelo qual os resultados do
metabolismo secundario dos vegetais, sdo liberados e evitam a germinagdo, como também o
desenvolvimento de outros vegetais proximos a ela (SOARES; VIEIRA, 2000). Nesta figura
podemos observar que a concentracdo alelopatica do pirogalol é superior a 512ug/mL,
podendo desta forma qualquer concentracdo acima citada (fig 5), ser utilizada no teste de

citoprotecdo do modelo vegetal. Porém numa analise visual, aquela que melhor demonstrou
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um maior e melhor crescimento de cauliculos e radiculas foi a de 32 pug/mL, sendo por isto a
escolhida para os demais testes.

3.5 Velocidade de Germinacéo

Fig.6. Velocidade de germinacgdo das sementes de Lactuta sativa submetidas ao tratamento
com agua, pirogalol, diferentes concentracdes de cloreto de mercurio e da associacdo destes

com a substancia isolada.

Pyragolol

150

Control H,0
1004

Control Pyragolol
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AnEN
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50
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L L )
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Neste teste podemos observar a velocidade com que as sementes de alfaces
germinaram em um periodo de sete dias, submetidas a diferentes tratamentos. Tem aquelas
que foram submetidas apenas ao tratamento com agua destilada, apenas com o pirogalol, com
diferentes concentracbes do cloreto de mercurio, como também da associacdo destas
diferentes concentragdes com o tanino na concentragédo de 32ug/ml.

Podemos observar que ndo houve diferencas entre os resultados. Porém na maior
concentracdo (1,25mM), as sementes de alface tiveram uma velocidade de germinagdo maior
guando foram associadas ao pirogalol (mesmo que ndo tenha sido estatisticamente
significante). E na concentracdo de (0,5 mM) mesmo as sementes germinando um pouco mais
sem o produto, este ainda conferiu um crescimento quando associado maior que 50%. O fato
das sementes germinarem mesmo na presenca do metal pesado é explicado devido alguns
vegetais usarem estes metais pesados em seu metabolismo, porém em pequenas
concentragdes, pois em altas eles podem causar mutagfes (RASCIO & NAVARI-1ZZO,
2011).

3.6 Efeito citoprotetivo sobre sementes de alface contra HgCI2
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Fig.7- Medicdo de cauliculo e radiculo de Lactuta sativa submetidas ao tratamento com
cloreto de mercurio na maior e menor concentracao testada, e a associacdo deste com o
pyrogallol

3-
-o- HgCl, - Radicle
N -+~ HQCl, + Pyrogallol -
T od Radicle
- -»- HgCl, - Caulcells
% -+ HgCl, + Pyrogallol -
S 14 Caulcells
|
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\? Qq Qs

Concentration (HgCl,)

Nesta figura podemos observar que quando as sementes de alface receberam o
tratamento com o pirogalol em associacado as diferentes concentrac6es do cloreto de mercdrio,
isto possibilitou um melhor crescimento das radiculas. Demonstrando desta forma que o
produto utilizado no estudo conferiu uma citoprotecdo, mesmo sendo as raizes a parte da
planta envolvida com a absorcdo do metal, desta forma sendo o local que apresenta uma
maior quantidade dele (GRANT et al.,1998).

Nos trabalhos de Sobral-Souza et al (2014a), Cunha et al. (2016) e Leite et al (2017),
seus extratos também conferiram citoprotecdo as sementes de Lactuta sativa, desta forma
permitindo um melhor desenvolvimento dos cauliculos e radiculas. No primeiro utilizando o
extrato de Eugenia jambolana, o segundo de Eugenia uniflora e o terceiro de Duguetia

furfuracea, ambos possuem em sua constituicdo compostos fenolicos.

3.7 Massa seca de cauliculos e radiculos
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Fig. 8. Massa seca das semente de Lactuta sativa submetidas ao tratamento com a maior e
menor concentracdo de cloreto de mercurio, e da associacao destes com o pirogalol
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Nesta figura podemos notamos que nas concentragcdes de metais testadas, quando se
analisa o teor de massa seca, pode-se perceber que mesmo ndo tendo um resultado
estatisticamente significante, hd uma reducdo da massa seca nessas concentraces. Desta
forma mostrando que a presenga de metal pesado nas sementes, ndo somente prejudica seu
crescimento como também seu desenvolvimento. Podemos observar que quando adicionado o
pirogalol ha um melhor desenvolvimento (mesmo que ndo seja estatisticamente relevante),
desta forma protegendo os tecidos vegetais, esséncias para 0 melhor desenvolvimento da
planta. O cloreto de mercurio causa problemas a membrana celular, atrapalhando também o
transporte através dela (SOUZA e BARBOSA, 2000).

4. CONCLUSAO

O pirogalol ndo conferiu citoprotecdo para a bactéria e fungo utilizados como modelo
neste estudo, contra acdo toxica do cloreto de mercurio. Poré, causo uma citoprotecdo ao
modelo vegetal, Lactuta sativa, desta forma permitindo que houvesse um melhor crescimento
e desenvolvimento dos caulicuos e radiculas em determinadas concentragdes. Também pode
ser observado que a substancia em questdo apresenta atividade tanto oxidante como quelante

de ferro, podendo ser devido a isso a citoprotecdo no modelo vegetal. Esses resultados além
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de inovadores se tornam importantes na busca de alternativas para descontaminacdo de

ambientes contaminados por tal metal pesado.
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5 CONCLUSAO

O acido galico, acido caféico e pirogalol, apresentaram atividade antioxidante,

conseguindo reduzir o radical DPPH e também foram capazes de quelar os ios Ferro;

O acido gélico conferiu citoprotecdo ao modelo fungico usado no teste;

O é&cido gélico ndo conferiu citoprotegdo ao modelo bacteriano, assim como também
os outros dois taninos ndo conferiu nem ao modelo flngico nem ao modelo

bacteriano;

Todos os taninos utilizados no ensaio, conferiu citoprotecdo ao modelo vegetal de
Lactuta sativa, permitindo um alongamento dos seus cauliculos e radiculas, como

também permitindo um melhor desenvolvimento dessas estruturas;

Esses dados sdo importantes, uma vez que servem, como alternativa, para crescimento

de vegtais em solos contaminados por metais pesados;
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