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Resumo:As atividades realizadas, principalmente na industria, vém contribuindo
para o aumento da contaminagédo 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 acdo toxica do cloreto de
mercurio. A atividade antioxidante foi determinada pelo DPPH, Para atividade
microbioldgica, foi realizado o método de microdiluicdo, obtendo-se assim a
Concentracao Inibitéria Minima (CIM) e a partir da Concentracdo sub-inibitoria,
foi determinada a Concentracdo Bactericidae(CBM) Fungicida Minima (CFM).
Para avaliagdo da citoprotecdo em modelo vegetal, utilizou as sementes de
Lactuta sativa e a concentracdo sub-alelopatica do produto, com diferentes
concentracbes do HgCI2. Podemos observar que o tanino conferiu uma
citoprotecdo ao modelo vegetal, obtendo um melhor crescimento e
desenvolvimento dos cauliculos e radiculas da planta. 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.
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1. Introducéo

A expressdo metal pesado, é empregado atualmente para designar metais que
apresentam uma alta potencialidade téxica adjunta a poluicdo (ANZECC;
ARMCANZ, 2000) Entre os varios 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 fésseis (BOENING, 2000; CARVALHO et al., 2001). Alguns metais
sdo essenciais, mas quando em niveis altos, podem causar problemas a saude
dos seres vivos, resultando tanto num problema de saldde 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 transicdo (HASLAM, 1996; SOARES, 2002). Dentre os
compostos fendlicos, podemos citar o pirogalol que € um tanino, que possui
férmula quimica C6H603 de origem sintética (MAZZEI, 2009).

Antioxidantes sdo substancias que em pequenas concentracfes conseguem
retardar, dificultar ou até mesmo inibir a oxidacdo do substrato. Os compostos
fendlicos possuem essa atividade, podendo quelar os metais de transicéo
(ATOUI, AK et al.,2005; SOARES, S.E.,2002).
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2. Objetivo

Diante do exposto o objetivo do nosso trabalho é analisar a atividade
citoprotetora do pirogalol frente a acao téxica do cloreto de mercurio, em modelo
procarioto e eucarioto, tanto vegetal quanto animal.

3. Metodologia

A substancia utlizada foi o pirogalol, os microrganismos utilizados foram a
bactéria Escherichia coli 06

Concentracdao Inibitoria Minima (CIM)

A concentragdo inibitéria minima (CIM) do pirogalol foi avaliada por um ensaio
de microdiluicdo de acordo com Coutinho et al. (2008), com modificacdes.
Avaliacdo do potencial citoprotetor em bactérias e fungos contra cloreto
de mercurio

Para a avaliacao do efeito protetor do produto no cloreto de mercurio, Eppendorfs
contendo concentracdes sub-inibitérias das amostras e suspensées 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 (2017). A concentracdo de metal variou de: 5 mM a
0,00244 mM para mercuario.

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

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

Avaliacao 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 concentracdes utilizou-se uma concentracdo sub-
alelopatica do pirogalol (32 ug / mL) e do Cloreto de Mercurio (HgCI2), variando
de 1.25mM a 0.01mM, de acordo com Coutinho et al. (2017).

Ensaio antioxidante DPPH

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 yL da amostra de pirogalol (250 a 5 pg / mL) em 1500 uL de
DPPH (0,3 mM) e 1200 uL de etanol P.A.

Analise estatistica

A andlise estatistica do teste utilizou uma ANOVA de dois sentidos seguida de
teste post-hoc de Bonferroni com p <0,0001 e média aritmética + SEM de trés
repeticbes com ANOVA de dois sentidos, seguido de teste pds-hoc de Tukey
com p <0,0001.

4. Resultados

Efeito quelante de Fe 2+ e Fe3 + e teste de reducéo de ferro antioxidante
(DPPH)

De acordo com a Tabela 1 podemos observar que o pirogalol apresentou 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 é o
acido ascorbico em Fe2+.

Tabela 1. Valores da reducao do ion férrico, quelacdo de metal e antioxidante
ativista.
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EC50 (DPPH) IC50(Fe2+) IC50(Fe3+)

(mmol/g) (ug/g of sample) (ug/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

Diversos estudos realizados com compostos fendlicos e também com
flavandides, demonstram a capacidade de capturacdo de radicais livres,
resultando por exemplo, na prevencao de doencas cardiovasculares (NESS &
POWLES, 1997; STOCLET et al., 2004).

Concentracao Inibitéria Minima (CIM)

Podemos observar de acordo com a fugura 3 e a figura 4, que o tanino utilizado
no ensaio ndo conferiu citoprote¢cdo, nem ao modelo procariético nem ao
eucariotico animal. Desta forma observa-se um sinergismo ao uso concomitante
dos dois produtos juntos.

Fig.3. Concentracdes bactericidas do cloreto de mercurio e associadas ao
pirogalol
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Fig. 4. Concentragfes fungicidas do choreto de Mercurio sozinho e associadas
ao pirogalol
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Para o 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 fracdo 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 fragcdes, discordaram com o presente estudo, uma vez que
foi conferida a citoprotecéo a bacteria contra acéo toxica do metal pesado. Para
0 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
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citoprotecdo ao modelo fungico. Ja os resultados de Leite et al. (2014), Leite et
al. (2016) e Sobral-Souza et al. (2014b) corroboram com os nossos resultados,
uma vez que néo houve uma citoprotecao.
Efeito alelopatico em sementes de alface
A alelopatia, dentre varias outras definicbes, € um processo pelo qual os
resultados do metabolismo secundario dos vegetais, sao liberados e evitam a
germinacao, como também o desenvolvimento de outros vegetais proximos a ela
(SOARES; VIEIRA, 2000). Podemos observar que a concentracao alelopatica do
pirogalol é superior a 512ug/mL, podendo desta forma qualquer concentracao
acima citada (fig 5), ser utilizada no teste de citoprotecdo do modelo vegetal.
Porém numa andlise visual, aquela que melhor demonstrou um maior e melhor
crescimento de cauliculos e radiculas foi a de 32 pg/mL, sendo por isto a
escolhida para os demais testes.
Velocidade de Germinacao
Podemos observar que ndo houve diferencas entre os resultados. Porém na
maior concentracdo (1,25mM), as sementes de alface tiveram uma velocidade
de germinacdo maior quando foram associadas ao pirogalol (mesmo que néo
tenha sido estatisticamente significante). E na concentracao 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 € explicado devido alguns
vegetais usarem estes metais pesados em seu metabolismo, porém em
pequenas concentracdes, pois em altas eles podem causar mutac¢des (RASCIO
& NAVARI-1ZZ0O, 2011).
Efeito citoprotetivo sobre sementes de alface contra HgCI2
Podemos observar que quando as sementes de alface receberam o tratamento
com o pirogalol em associagdo as diferentes concentragcdes do cloreto de
mercurio, isto possibilitou um melhor crescimento das radiculas. Demonstrando
desta forma que o produto utilizado no estudo conferiu uma citoprote¢cdo, 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 fendlicos.
5. Concluséo
O pirogalol ndo conferiu citoprotecédo para a bactéria e fungo utilizados como
modelo neste estudo, contra acao toxica do cloreto de mercurio. Porém, causou
uma citoprotecdo ao modelo vegetal, Lactuta sativa, desta forma permitindo que
houvesse um melhor crescimento e desenvolvimento dos caulicuos e radiculas
em determinadas concentra¢des. Também pode ser observado que a substancia
em questao apresenta atividade tanto oxidante como quelante de ferro. Esses
resultados além de inovadores se tornam importantes na busca de alternativas
para descontaminacao de ambientes contaminados por tal metal pesado.
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