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RESUMO: Os flavondides sdo compostos polifendlicos com ampla distribuicdo no reino
vegetal. Quercetina, composto pertencente a classe dos flavonadis, estd presente em diversos
alimentos e exerce mdltiplas atividades farmacolégicas. Em decorréncia da necessidade de
novas opc¢Oes terapéuticas nas doencas infecciosas, énfase no estudo da atividade
antimicrobiana de flavonodides teve destaque nos ultimos anos. Esse estudo avaliou o efeito
pés-antimicrobiano (EPA) e modulacdo na atividade de hemolisinas da concentragdo
subinibitéria de quercetina em Staphylococcus aureus (ATCC 25923). A atividade
antibacteriana foi determinada através do método de microdiluicdo em caldo, sendo a
concentracdo de 40u/mL utilizada como subinibitéria. Quercetina demonstrou ndo apresentar
EPA nessa concentragdo, mas diminuiu a atividade de hemolisinas extracelulares para
hemacias de carneiro. Essas observacdes sugerem que outras toxinas danificadoras de
membrana relacionadas a viruléncia de S. aureus possam ser moduladas por esse flavonol,
interferindo na capacidade do microrganismo em danificar o hospedeiro.

PALAVRAS-CHAVES: quercetina, Staphylococcus aureus, proteinas hemolisinas

ABSTRACT: Flavonoids are polyphenols widely distributed in the vegetal kingdom. Quercetin,
the major representative of a class of flavonoids called flavonols, is abundant in foods and
exerts multiple pharmacologic properties. Based on the necessity of novel therapeutic strategies
to treat infectious illness, emphasis on study of the antimicrobial activity of flavonoids in last
year’'s has been of significance. This study evaluated the post-antimicrobial effect (PAE) and the
modulation in the hemolysins activity of the sub-inhibitory concentration of quercetin on
Staphylococcus aureus. (ATCC 25923). The antibacterial activity was evaluated by broth micro
dilution method and the concentration of the 40u/mL was used as sub-inhibitory. Quercetin did
not exhibit PAE in this concentration but reduced the extracellular activity of hemolysins for
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sheep erythrocytes. These results suggest that others membrane damage toxins related to
virulence factors can be modulated by this flavonol interfering with the capacity of the
microorganism in damaging the host.
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INTRODUCAO

Os flavonoides s&o compostos polifendlicos de ampla distribuicdo no reino vegetal,
agrupados em vérias classes: flavona, flavonol, flavanona, isoflavona, chalcona, aurona, entre
outras (ZUANAZZI, 1999). Dentre os flavondis, a quercetina (3,3',4’,5,7-pentahidroxiflavona) é
uma aglicona que esta presente em diversos alimentos, como alho, cebola, alface, brécolis,
maca, azeitona, uva, entre outros, e exerce multiplas atividades farmacoldgicas (SKIBOLA &
SMITH, 2000).

O consumo diario da quercetina pode estar associado a diminui¢cdo do risco de doengas
cardiovasculares, desenvolvimento de tumores, derrames cerebrais e doencas
neurodegenerativas (RATNAN et al.,, 2006) que sao justificados pela protecdo contra danos
oxidativos ao DNA (FAROMBI, 2006), peroxidacéo lipidica (LIMA et al, 2006) e inibicdo da
liberacéo de mediadores da inflamacéao (CHO et al, 2003).

Estudos in vivo demonstraram que a administragéo oral de quercetina protege animais de
laboratorio contra infeccdo induzida por Shigella (VIJAYA & ANANTHAN, 1996) e,
posteriormente, DASTIDAR et al. (2004) comprovaram, em ratos, que a administragao
intraperitoneal de uma isoflavona (sophoraisoflavone A) induz prote¢céo contra Salmonella
typhimurium.

Staphylococcus aureus, apesar de ser um microrganismo comensal da pele e mucosas, é
um importante patdégeno tanto em infecgbes comunitarias como hospitalares (TORTORA et al,
2000). Esse microrganismo sintetiza uma variedade de exotoxinas direcionadas ao
metabolismo da célula hospedeira. Dentre essas toxinas, as hemolisinas séo relatadas ter
atividade citolitica, hemolitica e toxica, sendo a alfa-toxina a mais estudada (DINGES et al,
2000; KAWATE & GOUAUX, 2003).

Nas ultimas décadas foram frequentes os relatos sobre a influéncia de diversos grupos de
substancias quimicas, incluindo antimicrobianos, na estrutura e metabolismo dos
microrganismos. Essas substancias, quando em concentragdo ou tempo insuficiente para
causar morte ou inibicdo total do crescimento, causam modificagbes nas propriedades
bacterianas que podem refletir em alteracdes de componentes sométicos e produtos
extracelulares (GALICE et al., 2006; HOWARD et al, 1993; WU et al, 1995).

Em decorréncia da necessidade de novas opgOes terapéuticas, énfase no estudo da
atividade antimicrobiana de flavonoides teve destaque nos dltimos anos. Assim, consideramos
importante avaliar as alteragfes induzidas pela quercetina sobre o crescimento e expresséo de
hemolisinas de S. aureus visando oferecer subsidios adicionais para o emprego desse flavonol
como antibacteriano na clinica médica.

MATERIAL E METODOS
Preparo da solugédo de quercetina

Quercetina (Q0125, Sigma, St. Louis, MO, USA) foi dissolvida em dimetilsulfoxido
(DMSO) (Sigma D8779) a 10mg/mL. A partir dessa solugao foram realizadas diluicdes seriadas
(0.46 a 120 pg/mL) em caldo Mueller-Hinton (Difco, Detrot, MI). A concentracdo méxima de
DMSO utilizada né&o interferiu no crescimento bacteriano.
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Avaliacao da atividade antibacteriana da quercetina para Staphylococcus aureus

O efeito da quercetina sobre o crescimento de Staphylococccus aureus ATCC 25923
(Fundacdo Oswaldo Cruz, RJ, Brazil) foi determinado utlizando-se o método
espectrofotométrico de microdiluicio (DEVIENNE & RADDI, 2002). Orificios de microplacas
foram preenchidos com 100 pL de caldo Mueller-Hinton contendo diferentes concentracfes do
flavondide e 100 uL da suspensdo bacteriana em crescimento exponencial em UDO g5 0,10
(espectrofotdbmetro multicanal Spectra (Shell) & Rainbow (Shell) Readers da Tecan Austria
Ges.m.b.H). A inibicdo do crescimento foi determinada através da diferenca de absorvancia
obtida antes e apés incubacgéo da placa por 24 horas, a 37 °C. Os ensaios foram realizados em
triplicata e repetidos, no minimo, trés vezes. Como controle do crescimento, 100uL de caldo
sem o flavondide foram adicionados ao mesmo volume da suspensdo bacteriana. Os
resultados foram utilizados para a determinagdo da concentracdo subinibitéria empregada nos
testes propostos.

Avaliacdo do efeito pds-antimicrobiano (EPA) da concentracdo subinibitoria de
guercetina no crescimento de S. aureus

O EPA da quercetina sobre o crescimento bacteriano foi realizado de acordo com a
metodologia proposta por Tessier et al (2000). Suspensao bacteriana, em fase exponencial de
crescimento, foi acrescida de infusdo cérebro e coracdo (Brain Heart Infusion, BHI) e BHI
contendo a concentragao subinibitéria de quercetina, volume a volume. Apds incubacéao por 20-
24 horas a 35-37°C, os tubos foram centrifugados a 800 x g por 10 minutos, as células
bacterianas lavadas trés vezes com solugéo salina tamponada (PBS, pH 7,2), ressuspendidas
em BHI e padronizadas a UDOs2 0,10. Duzentos e cinquenta microlitros (250 uL) de cada
suspensédo foram transferidos para orificios de microplaca, a qual foi incubada a 35-37°C.
Leituras espectrofotométricas a UDOegyo foram realizadas de 30 em 30 minutos, durante 8
horas. Os experimentos foram realizados em triplicata e repetidos por trés vezes.Os dados
foram analisados, comparativamente, através da relacdo direta entre absorvancia e tempo de
incubagéo.

Determinacdo do efeito da concentragdo subinibitdria de quercetina na atividade de
hemolisinas extracelulares de S. aureus

A atividade hemolitica do sobrenadante de cultura de S. aureus foi avaliada segundo
metodologia descrita por Smith-Palmer et al. (2004), com algumas modificagdes. Cultura de S.
aureus, em fase exponencial de crescimento, em BHI (UDOsy 0,10), foi transferida para o
mesmo caldo na auséncia e presenca da concentragdo subinibitoria de quercetina. Os tubos
foram incubados por 20-24 horas a 35-37°C, padronizados em mesma absorvancia em
comprimento de onde de 620 nm e centrifugados a 800 x g, por 15 minutos. A 2 mL do
sobrenadante filtrado foi adicionado 1 mL de suspensdo de hemacias de carneiro a 1% em
PBS, pH 7,2. Como controle de auséncia de hemdlise e hemolise total, 0 mesmo volume do
sobrenadante da cultura bacteriana foi substituido por tamp&o fosfato e agua destilada,
respectivamente. Apos incubacédo a 37°C, por 45 minutos, os tubos foram centrifugados a 800 x
g por 10 minutos e os sobrenadantes foram, cuidadosamente, transferidos para orificios de
microplaca (96 orificios) para leitura das absorvancias a 540 nm. Os resultados foram
expressos em porcentagem de hemdlise em relagdo ao controle de hemolise total (100%). Os
ensaios foram realizados em triplicata e repetidos por trés vezes.

Analise estatistica
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A interpretacdo dos resultados foi realizada através de analise de variancia (ANOVA),
sendo 0,05 o nivel de significancia (LAPPONI, 1997).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Nos ultimos anos, compostos fendlicos, dentre eles os flavondides, vém merecendo
grande atencdo. Ha concordancia quanto & atividade antibacteriana de extratos de plantas,
demonstrada através de uma interminavel lista de publica¢des, contudo, ndo ha um consenso
quando as substancias puras séo testadas isoladamente. A atividade antibacteriana da
quercetina, um dos flavondides mais estudados, apresenta discrepancia de resultados,
provavelmente decorrente de diferentes cepas e técnicas utilizadas nas investigacdes. A
concentragdo inibitéria minima (CIM) para S. aureus (ESR # 917), determinada por Parkar et al.
(2008), através da técnica espectrofotomética de microdiluicdo em caldo, foi de 62,5 ug/mL;
Kang et al. (2006) ndo conseguiram definir a atividade inibitéria desse flavonol para S. aureus
cepa Newman (CIM > 300 ug/mL) utilizando a mesma técnica. Cushnie & Lamb (2005), em
extensa revisdo sobre a atividade antimicrobiana de flavondides, abordam variacbes que
justificam as discrepancias relatadas na literatura além da cepa utilizada.

O efeito da quercetina sobre o crescimento de S. aureus (ATCC 25923), determinado
através de técnica espectrofotométrica de microdiluicdo, demonstrou que esse flavonol, na
maior concentragao ensaiada (120 pg/mL), inibiu 70% do crescimento bacteriano em relagéo
ao controle (Fig. 1). Através de analise de regresséo linear, a concentragcao de 40 ug/mL foi
definida como subinibitéria para a realizacdo dos demais experimentos, visto representar a
concentragdo de quercetina que inibe 50% do crescimento bacteriano. Durante a realizagdo
desse trabalho, verificamos a precipitacéo do flavondide em solugfes de altas concentragfes e
durante o armazenamento (-20° C), sendo a solu¢cdo de uso preparada no momento de cada
pratica.
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Figura 1 — Efeito de diferentes concentragcdes de quercetina na inibicdo do crescimento de
Staphylococcus aureus

Efeito pds-antimicrobiano (EPA) é o termo utilizado para descrever a supressdo do
crescimento bacteriano que persisti apdés a exposicdo do microrganismo a um agente
antimicrobiano. Diferentes metodologias podem ser empregadas para quantificar o crescimento
de uma populagéo bacteriana. Os métodos diretos determinam o nimero de células, enquanto
os metodos indiretos analisam a massa da populacdo que € diretamente proporcional ao
namero de células bacterianas (TORTORA et al, 2000). A técnica espectrofotométrica de
microdiluicdo, método indireto empregado para monitorar o crescimento bacteriano, foi utilizada
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para demonstrar o EPA da quercetina no crescimento de S. aureus. A Figura 2 apresenta a
curva de crescimento de S. aureus, por um periodo de 8 horas, ap6s exposi¢cdo a concentracéo
subinibitéria de quercetina

O EPA é um mecanismo dependente da recuperagdo celular dos danos induzidos pela
droga e é apontado como favoravel em diversas situacdes clinicas (ODENHOLT, 2001). Os
beneficios do EPA de amoxicilina sobre algumas espécies de Streptococcus foram apontados
como benéficos na profilaxia de infeccdes em procedimentos dental/oral (LEE et al., 2000).
Nossos resultados demonstram que a supresséo do crescimento induzida pela quercetina nédo
€ mantida apo6s a sua remocao (p= 0,215939), sugerindo que esse flavonol ndo induz danos na
célula bacteriana envolvidos no crescimento que necessitam de reparacdo. A literatura relata
que bactérias expostas a antimicrobianos que interferem na sintese protéica apresentam a fase
lag do crescimento estendida, na qual ocorre reparagcdo do dano no DNA provocado pela
exposicdo ao antimicrobiano (HOWARD et al., 1993).
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Figura 2 — Efeito da concentragdo sub-inibitoria (40 pg/mL) de quercetina no crescimento de
Staphylococcus aureus

Das, aproximadamente, 220 toxinas bacterianas conhecidas, cerca de 40% lesam
membranas de células eucaridticas (TORTORA et al, 2000). De um modo geral, as citolisinas
formadoras de poro compartilham mecanismo de ag¢do semelhante, que envolve ligacdo a
membrana, seguida de sua insergéo, oligomerizagdo e formacéo de poro. A expressao da a-
toxina tem sido objetivo de vérios estudos, sendo reconhecido que sub-CIMs de
aminoglicosideos diminuem o0s niveis de expressdo e o0s B-lactdmicos aumentam,
drasticamente, sua producdo (WORLITZSCH et al, 2001). Através da metodologia utilizada, os
resultados demonstraram que quercetina, na concentragdo de 40 pg/mL, diminuiu a atividade
de hemolisinas extracelulares (Fig. 3). A diminuicdo na atividade hemolitica de S.aureus
induzida por esse flavonol deve ser avaliada com cautela, tendo em vista que Oksun et al.
(2007) relataram a formagcdo de agregados entre polifendis e a-toxina, o que impede a
quantificacdo dessa citolisina pela técnica empregada. Todavia, outras toxinas, com atividade
hemolitica podem estar sendo inibidas.
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Figura 3 — Atividade hemolitica para hemécias de carneiro: (A) Controle de hemdlise total, (B)
Controle de auséncia de hemdlise, (C) Controle de hemdlise da quercetina (40ug/mL), (D)
Hemolise do sobrenadante da cultura de S. aureus na auséncia de quercetina, (E) Hemdlise do
sobrenadante da cultura de S. aureus na presenca da concentrac@o subinibitoria de quercetina
(40pg/mL) (*p = 0,025770).

CONCLUSOES

Considerando as informacdes disponiveis na literatura e as limitagbes das técnicas
utilizadas, a andlise dos resultados permite-nos concluir que quercetina, na concentragdo
subinhibitéria, tem a capacidade de inibir a expressdo de hemolisinas sem apresentar EPA em
S. aureus (ATCC 25923). Essas observacdes sugerem que outros fatores relacionados a
viruléncia de S. aureus possam ser modulados por esse flavonol interferindo na capacidade do
microrganismo em danificar o hospedeiro.
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