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RESUMO

Flavonéides é um grupo de compostos polifendlicos e metabélitos secundarios produzidos por
plantas. Eles podem ser encontrados em frutos e vegetais.

Virios estudos t&ém mostrado que os flavondides podem apresentar varias atividades bioldgicas
importantes como agentes antioxidantes, antitumorais, antimicrobianos e ainda inibir atividade de
algumas moléculas com as PLA;. Recentemente estudos mostram também que os flavondides podem
atuar em moléculas de DNA. A atividade antimicrobiana dos flavondides é decorrente de
desestruturacdo de membrana celular e consequentemente destruicao da célula bacteriana.

Neste trabalho avaliamos efeitos antimicrobianos de quercetina e rutina, que sdo comumente
empregados como fitoterapicos. Foi observado que ambos flavondides inibiram o crescimento de
bactérias fitopatogénicas. Contudo nenhum efeito foi observado em outras linhagens de bactérias
patogénicas.

Os resultados de microscopia eletronica de varredura e transmiss@do ndo evidenciaram
mudancas significativas na estrutura celular de Xanthomonas axonopodis pv. passiflorae incubadas
com rutina e quercetina. Tanto rutina quanto a quercetina foram capazes de promover mudangas
estruturais na molécula de cDNA como observado nos resultados de HPLC. A rutina induziu discreta
modificacdo na proteina DNA polimerase. E quercetina impediu a sintese de cDNA a partir de RNA
como mostram resultados de eletroforese.

Estes dados sugerem que a inibi¢ao do crescimento de Xanthomonas axonpodis pv. passiflorae
e Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis pode envolver a acdo dos flavondides (quercetina e
rutina) sobre o DNA bacteriano, mudando suas propriedades estruturais e consequentemente a
replicacdo bacteriana. E ainda, os dados mostram que a presenca da rutinose pode influenciar a forma

de atuagdo destes flavondides.
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ABSTRACT

Flavonoids are a group of polyfenolic compounds and secondary metabolites produced by
plants. They may be found in fruits and vegetables.

Several studies have shown that the flavonoids may submit several biological important
activities as antioxidants agents, antitumor, antimicrobials and even inhibit activity of some molecules
like the PLA,. Recently studies also show that the flavonoids may act in DNA molecules. The
antimicrobial activity of flavonoids is the result of destructuring cell membrane and consequently the
bacterial cell destruction.

In this work we evaluated the antimicrobials effects of quercetin and rutin, which are
commonly employed as phytotherapic drugs. It was observed that both flavonoids inhibited the
growth of phytopathogenics bacteria. However no effect was observed in other pathogenic bacteria
strains.

The results of scanning electronic and transmission microscopy showed significant changes in
cellular structure of Xanthomonas axonopodis pv passiflorae incubated with rutin and quercetin. Both
rutin as quercetin were able to promote structural change in the molecule of cDNA as observed in the
results of HPLC. The rutin induced mild changes in protein DNA polymerase. Quercetin prevented
the synthesis of cDNA from RNA as showed by electrophoresis results.

These data suggest that inhibition of growth of Xanthomonas axonpodis pv. passiflorae and
Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis may involve the action of flavonoids (quercetin and
rutin) on bacterial DNA, changing its structural properties and consequently the bacterial replication.
And yet, the data show that the presence of rutinose may influence the form of action of these

flavonoids.
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1. Introducao

1.1. Flavonoéides

Os flavonéides constituem um grupo de compostos naturais amplamente distribuidos nos
vegetais, sdo compostos polifendlicos oriundos de seu metabolismo secundario. Podem ser
encontrados em todas as partes da anatomia da planta como frutos, flores, folhas e raizes. Desta
maneira, representam um constituinte muito freqiiente na dieta humana. Sao encontrados ainda em
bebidas como vinhos, chés, cafés, cervejas e em alimentos como chocolates (Havsteen, 1983). Estima-

se que a ingestdo didria varie entre 23 mg a 1 g de flavonéides (Peterson & Drwyer, 1998).

1.1.1. Estrutura dos flavonoides

Flavonéides sdo compostos polifendlicos sintetizados a partir da via do fenilpropano, que apés
varios processos metabolicos, formam um esqueleto carbdonico de 15 &4tomos, numa estrutura
classificada como benzo-y-pirona (Di Carlo et al., 1999). Este esqueleto carbonico € organizado em trés
anéis, sendo dois aromadticos (denominados A e B) e; entre ambos, o ciclo do anel C que é formado com

trés carbonos, como mostra a figura 1.

(W) ¢

Figura 1 — Estrutura basica de um flavonoéide.
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Além destas caracteristicas principais, existem outras particularidades relacionadas a estrutura
quimica, responsaveis pela determinacao da atividade antioxidante: (i) a configuracdo 3’,4’-dihidroxil
catecol no anel B, geralmente resultando na estabilizacdo de radicais fendis, (i1) a 2,3-dupla ligacdo na
juncdo com o grupo 4-carbonil no anel C, que promove a deslocacio de elétrons de radicais fendlicos
do anel B para o anel C; (iii) o grupo 3-hidroxil com a combinacdo da 2,3-dupla ligacdo, que aumenta

a estabilidade da ressonancia para a deslocacdo do elétron pela molécula (Bors et al., 1990).

1.1.2. Principais classes de flavonoides

Os flavondides podem ser divididos em vdrias outras classes de acordo com sua estrutura
molecular. Os quatro principais grupos sdo os das flavonas, flavononas, catequinas e antocianinas. As
flavonas sdo caracterizadas pela sua estrutura planar devido a presenca de uma dupla ligacdo em seu
anel aromatico central. Os exemplos mais conhecidos de flavonas sdo a rutina e quercetina, que sao
abundantemente encontradas em cebolas e macas. As flavanonas sio amplamente encontradas em
frutos citricos e um exemplo bem comum deste grupo trata-se de naringina. Flavononas podem sofrer
uma série de transformacoes afetando o anel C heterociclico, dando origem a outros membros da
familia dos flavonodides, incluindo antocianinas e catequinas (Cao et al., 1997). As catequinas, por sua
vez, sao um grupo comumente encontrado nos chds verdes, chds pretos e vinhos. J4 as antocianinas

sdo encontradas em uvas, vinhos e alguns tipos de chas.
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Figura 2 - Classes de flavonoides

Um importante efeito dos flavondides € seu efeito antioxidante de espécies reativas de
oxigénio (Afanas’ev et al., 1989; Morel et al., 1993).

Uma das propriedades estruturais que influenciam a atividade antioxidante dos flavondides € a
presenca de radicais hidroxilas e sua posicdo ao longo dos seus trés anéis fendlicos. As flavonas
juntamente com as catequinas sio os flavondides que apresentam maior capacidade antioxidante e sao
bem caracterizados como seqiiestradores de espécies reativas de oxigénio. Observou-se que flavonas
com a adicdo de uma hidroxila na posicdo 5 ndo apresentam atividade antioxidante, € com este na
posicdo 6, tornam-se potentes agentes antioxidantes (Cao et al., 1997).

Apesar de serem conhecidos como compostos antioxidantes, alguns estudos mostraram que os

flavon6ides podem também, em condi¢des experimentais, mostrar um significativo efeito pro-



oxidante. Cao et al. (1997) observaram que alguns flavondides apresentam atividade antioxidante
contra determinados tipos de radicais livres, mas outros podem se comportar como pré-oxidantes na
presenca de um metal como cobre e ferro, contribuindo significantemente para a produgdo de espécies
reativas de oxigénio. Esta propriedade pré-oxidante dos flavondides depende ndo sé da presencga de
metais, mas também da estrutura molecular do flavonéide (Yen et al., 2003) e estes fatores podem
influenciar fortemente a atividade farmacolégica do flavondide. Maridonneau-Parini et al. (1986),
reportaram que o comportamento de antioxidante ou pro-oxidante de um flavondide € dose-
dependente.  Os flavondides também apresentam atividade pré-oxidante que pode acelerar
principalmente danos a membrana lipidica, mas também podem induzir danos a outras moléculas
como o DNA, proteinas e carboidratos (Yen et al., 2003).

Contudo o mecanismo deste poder antioxidante ainda ndo € totalmente compreendido
(Halliwell, 1996). Além disso, os flavondides em experimentos in vitro mostraram atividades

antiinflamatorias, antialérgicas, antivirais e ainda propriedades anticarcinogénicas (Middleton &

Drzewiecki, 1984).



1.1.3. Atividades biolégicas dos flavonoides

Além dos efeitos antioxidantes e pro-oxidantes, os flavondides podem apresentar outras
aplicacdes terapéuticas, tais como:

Efeito antiesclerotico — alguns flavondides podem seqiiestrar espécies reativas de oxigénios,
que sdo capazes de oxidar o LDH e danificar parte do endotélio, impedindo, desta forma este processo
(Hertog et al. 1995 e Hertog et al. 1993)

Efeito antiinflamatério — As PLA2 ciclooxigenadas e lipooxigenadas desempenham um
papel importante no processo inflamatério, que envolvem a producio do dcido araquidonico. Alguns
flavonodides tem sido descritos como compostos com alto poder antiinflamatério (Kim ez al., 1998 e
Damas et al., 1985). Recentemente, a morina também foi capaz de inibir PLA2 de Crotalus durissus
cascavella (Iglesias et al., 2005). Contudo, o mecanismo de acdo destes compostos ainda ndo €
totalmente esclarecido.

Efeito antitumoral — Dentre as possiveis aplicagdes terap€uticas, a atividade antitumoral € a
mais controversa. Esta atividade dos flavonodides ja é descrita para a fisetina, apigenina e luteolina,
que sdo conhecidas pela sua forte atividade antiploriferativa (Fotsis et al., 1997). Estudos clinicos
sugerem uma relagdo inversa entre a ingestdo de flavonodides com o aumento do cancer de pulméo
(Knekt et al., 1997). Os mecanismos de acdo dos flavondides como agentes antitumorais, apesar de
controversos, parecem envolver a inibi¢ao de proteinas quinases (Oikawa et al., 1992).

Efeito antitrombogénico — A agregacio plaquetdria pode ser induzida por varios mecanismos
que envolvem a acdo de ciclooxigenases e lipooxigenases, desta forma, 0 mecanismo antitrobogénico

do flavondides parecem estar relacionados com a inibicdo de COX e LTH (Alcaraz e Ferrandiz,



1987). Estudos também tem mostrado que os flavondides podem inibir a produgdo de prostaglandinas
e 6xido nitrico (Gryglewski et al., 1987).

Efeito antiviral — O efeito dos flavondides sobre os virus foi inicialmente observado por
Cutting et al. (1949). A acdo dos flavondides nos diferentes estdgios de replicacdo viral foi discutida
por Bae er al. (2000). Devido ao crescimento do nimero de casos de HIV, os estudos com os
flavonoides foram intensificados e se concentraram em sua ac@o sobre a transcriptase reversa (Ng et
al., 1997).

Efeito antimicrobiano — Os flavondides tem sido identificados e caracterizados como agentes
antifiingicos, antivirais e antibacterianos, e estudos também mostram que existe um sinergismo entre estes
diferentes compostos. Dados sobre a atividade antibacteriana dos flavondides, contudo, mostram-se
conflitantes, provavelmente, devido aos diferentes métodos utilizados para a caracterizacdo como agentes
antibacterianos. Estudos correlacionando a atividade antibacteriana com a estrutura molecular dos
flavondides em seu nivel estrutural tem mostrado que estes compostos podem ser candidatos potenciais
contra o crescimento bacteriano, como mostra o estudo realizado por Taguri et al. (2004). Alguns
trabalhos mostram que a sua acdo dé-se principalmente através de sua capacidade de interacdo com a
membrana plasmatica, inibindo sua funcdo, e consequentemente levando a destrui¢ao da integridade
celular. Por outro lado, alguns flavono6ides podem inibir a atividade de DNA girase, e outros podem inibir
o metabolismo energético bacteriano (Cushnie & Lamb, 2006).

Apesar do amplo espectro de mecanismos envolvendo a atividade antibacteriana dos flavondides,
estes tem sido empregados experimentalmente em conjunto com alguns antibidticos conhecidos. Os
resultados mostram que o potencial antibacteriano destes antibidticos foi potencializado, como € o caso da

amoxicilina, clavulina e ampicilina. Os flavonéides possuem baixa toxicidade e a sua combinacdo com



antibidticos convencionais pode ser uma nova estratégia para o desenvolvimento de terapias contra

bactérias (Lin et al., 2005).

1.2. Quercetina e Rutina

Estudos realizados em in vitro mostram que a rutina e a quercetina podem afetar a biossintese
de eicosandides, oxidacdo lipidica, podem prevenir a agregacdo plaquetdria, relaxamento da
musculatura cardiovascular além de serem caracterizados com moléculas antioxidantes (Formica e
Regelson, 1995).

A quercetina, flavondide que possui 5 hidroxilas, estd agrupada entre os flavondides
antioxidantes mais eficientes (Cao et al., 1997); € o flavondide predominante na dieta humana e
estima-se que a ingestdo didria varie entre 4 e 68 mg (Skibola & Smith, 2000). Pode ser encontrada
em cebolas, magas, vinhos e chds (Croft, 1998). Além de sua capacidade antioxidante, a quercetina
também apresenta propriedade antiviral, anti-inflamatdria, antiproliferativa e antimicrobidtica (Kawaii
etal., 1999).

A alta atividade antioxidante da quercetina se deve a habilidade de impedir os processos
radicalares nas células através de 3 mecanismos:

- Pela acdo seqiiestradora de O, (Hu et al. 1995)
- Pela reacdo com radicais peroxil, inibindo assim a peroxidagdo lipidica (Jovanovic et
al., 1994)

- Pela acdo quelante de ferro diminuindo a formacdo de OH™ (Morel et al., 1994)



A estrutura quimica da quercetina prediz a sua atividade antioxidante. Ela possui os 3 grupos
estruturais determinantes para a sua atividade antioxidante e/ou sequestradora de radicais livres
(Metodiewa et al., 1999). Na figura 2a mostramos a estrutura molecular da quercetina.

Alguns trabalhos descrevem a capacidade da quercetina de doar 4tomo de hidrogénio para os
radicais hidroxil, superéxido, peroxil e alcoxil (Rice-Evans et al., 1996; Saija et al., 1995).

Outro flavonodide importante € a rutina, que difere da quercetina por possuir uma molécula de
acucar (rutinose) na posi¢do 3 do anel C que por esse motivo recebe algumas vezes o nome de
rutinosideo da quercetina (Grinberg et al., 1994). A presenca da rutinose confere a molécula uma
caracteristica hidrofilica atrapalhando assim a sua interagcdo com as membranas celulares (Ferrali et
al., 1997). A sua atividade antioxidante se deve ao fato de poder atuar como sequestradora de 0% e

quelante de ferro (Grinberg et al., 1994). Na figura 2b, mostramos a estrutura molecular da rutina.

H
Quercetina CH3

OHOH

Rutinose

Figura 3 — Estrutura molecular de quercetina (A) e de sua forma glicosilada, a rutina (B).



2. Justificativas

A mancha oleosa é atualmente um dos principais problemas fitossanitdrios da cultura do
maracujazeiro (Passiflora spp.), ocasionando, entre outros danos, a redu¢do do periodo de exploracio
comercial desta cultura (Malavolta Jr., 1998), sendo o agente causal uma bactéria Gram-negativa
denominada de Xanthomonas axonopodis pv. passiflorae conforme Gongalves & Rosato (2000). As
frutas do maracuja que apresentam infestacdo por X. axonopodis podem apresentar deterioracdo do
mesocarpo, caracterizada por podridio mole, com anasarca, descoloracio e consequentemente
separacdo da casca com aparecimento ou ndo de cavidades (Malavolta Jr et al., 2001). As lesdes
provocadas por bactérias do género das Xanthomonas nas folhas do maracujazeiro podem se estender
pelo sistema vascular até os peciolos e ramos. As folhas afetadas sofrem queda prematura e os ramos
secam, podendo matar a planta (Pereira, 1968). De 1990 a 2000, a produtividade média do maracuja
azedo no Brasil diminuiu, passando de 12,5 t/ha para 9,9 t/ha, ou seja, uma reducao de 21% devido a
problemas que relacionados a bacteriose do maraciujazeiro ocasionada por X. a. pv. passoflorae
(Frutiséries, 2002).

C. m. m. € um patdgeno do tomateiro (Lycopersicon esculentum) que causa o cancro (Davis et
al., 1984 e Rothwell, 1968). Esta bactéria invade a planta através de ferimentos, alcancando o xilema,
gerando uma infec¢do sistémica. O enfraquecimento que é gerado no vegetal pode ser explicado pela
producdo de exoenzimas por C. m. m. que atacam os vasos do xilema e células do parénquima
adjacente (Benhamou, 1991 e Wallis, 1997). C. m. m. esta distribuida por todo o globo causando
sérias perdas em culturas de tomate tanto em estufas quanto em campo aberto, exterminando
espécimes jovens ou desfigurando seus frutos, e no Brasil, essa bactéria também € responsavel por

doencas causadas em tomateiros e pimentao (Rat et al., 1991; IMI, 1996)
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A necessidade de um estudo como este se dd principalmente por ter sido observado um
aumento considerdvel dos perfis de resisténcia de bactérias que apresentem qualquer tipo de interesse
médico como as utilizadas neste trabalho, onde podemos destacar Staphylococcus aureus, a qual,
desde o advento de tratamentos com antibidticos, tem desenvolvido resisténcia para virtualmente
todos os agentes antimicrobianos utilizados (Hardy et al., 2004).

Os flavondides possuem uma ampla gama de atividades bioldgicas incluindo sua potencial
atividade terapéutica, que, mesmo controversa, depende do tipo e da estrutura do flavondide. Desta
forma, no atual contexto, a atividade antibacteriana é um cardter multifatorial. Alguns flavondides sdo
empregados atualmente como fitoterdpicos e suplementos alimentares, como € o caso da quercetina e

rutina.

3. Objetivos

O objetivo principal deste trabalho foi investigar os efeitos antibacterianos de rutina e
quercetina in vitro através de técnicas de microscopia eletronica de varredura e transmissdo para
obtencdo de informacdes relevantes a parede e membrana celular; além de utilizagdo de cromatografia
liquida de alta pressdo, mapeamento de perfil multiespectral UV-visivel, eletroforese e dicroismo
circular para avaliar os efeitos que os flavondides podem provocar na estrutura do cDNA e em

enzimas relacionadas a replicacdo do material genético.
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4. Materiais e métodos

4.1. Materiais e linhagens bacterianas

Os flavondides utilizados neste estudo foram de grau ACS obtidos da Sigma-Aldrich. Os
reagentes utilizados para o preparo de solugdes foram de grau ACS ou HPLC da Sigma-Aldrich,
BioRad, GE Healthcare e Pharmacia.

As linhagens utilizadas no trabalho foram obtidas de cole¢des de departamentos e institutos
como mostra a tabela II. Bactérias Gram-positivas e Gram-negativas foram selecionadas para se obter
informacdes sobre os flavondides e se seu efeito estd associado a interacdes com a parede celular das
bactérias. Foram selecionadas Xanthomonas axonopodis pv passiflorae e Clavibacter michiganensis
subsp. michiganensis (ambas fitopatogénicas), Salmonella enterica Typhimurium (intestinal de
animais), Pseudomonas aeruginosa (patogénica oportunista), Escherichia coli e Staphylococcus

aureus (ambas simbiontes do ser humano).

Tabela I — Linhagens bacterianas.

Linhagens Fonte
Xanthomonas axonopodis pv. passiflorae IBSBF 1445 Instituto Bioldgico de Campinas - IBSBF
Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis IBSBF 1098 Instituto Bioldgico de Campinas - IBSBF
Salmonella entérica Typhimurium LT2 Departamento de Microbiologia - UNICAMP
Pseudomonas aeruginosa 399 Departamento de Microbiologia - UNICAMP
Escherichia coli ATCC 25922 Departamento de Microbiologia - UNICAMP
Staphylococcus aureus ATCC 29213 Departamento de Microbiologia - UNICAMP
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4.2. Atividade antibacteriana sobre o crescimento das linhagens

4.2.1. Atividade antibacteriana contra Xanthomonas axonopodis pv. passiflorae e Clavibacter
michiganensis subsp. michiganensis

A metodologia para a avalia¢do da atividade antibacteriana para Xanthomonas axonopodis pv.
passiflorae e Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis seguiu o protocolo realizado por
Oliveira et al. (2002). As bactérias fitopatogénicas foram multiplicadas em meio nutriente Agar e
incubadas a 28° C por 48 horas. Em seguida foram ressuspendidas em uma solucao tampao de fosfato
de sédio 0,01 M, pH 7,4 contendo 1% de peptona e sua concentragao foi ajustada (A650 nm = 0.3/cc
10* UFC/mL). Aliquotas de suspensdo bacteriana foram diluidas a uma concentra¢io de bactérias de
10° UFC/mL e incubadas com os flavondides nas concentracoes de 1,0; 0,5; 0,25 ¢ 0,12 uM durante
um periodo de uma hora a 27° C. Apés este tempo de incubacao decorrido, 100 uL de cada tratamento
foram espalhados em placas de petri contendo 20 mL de meio nutriente-dgar. Este experimento foi
realizado com um ndmero total de 12 repeti¢des. As placas, assim preparadas, foram incubadas em

condic¢des de escuro a 28° C por 48 — 72 horas e analisadas posteriormente por contagem das UFCs.

4.2.2. Determinacdo de concentraciao inibitéoria minima (CIM) da quercetina e rutina em
bactérias patogénicas

A avaliacdo da atividade antibacteriana contra Salmonella enterica Typhimurium,

Pseudomonas aeruginosa, Escherichia coli e Staphylococcus aureus seguiu a metodologia de

determina¢do de CIM de acordo com o CLSI (2008).

As bactérias (Salmonella enterica Typhimurium, Pseudomonas aeruginosa, Escherichia
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coli e Staphylococcus aureus) que sdo mantidas em freezer a temperatura de -80 °C foram
descongeladas, plaqueadas em meio de cultura Muller-Hinton Agar e deixadas crescer entre 18 a
24h a temperatura de 37 °C. Apds a sua ativacdo, estas foram ressuspensas em 1 mL de salina e
comparadas com a escala de Mac Farland até estimar uma concentragio de 5 x108 UFC/mL. Uma
aliquota de 10 uL da suspensdo bacteriana foi acrescentada em 990 uL. de meio de cultura Muller-
Hinton (Acumedia). O teste foi realizado em microplaca esterelizada com 96 pocos. Cinquenta
microlitros de meio de cultura Muller-Hinton Agar foram colocados em cada po¢o juntamente com
a amostra (quercetina e rutina) previamente preparadas (filtradas em filtros de poros com 0,22 um).
Foi realizado o processo de microdiluicdo seriada em uma concentragao inicial de 1000 a 15,625
pg/mL. Apés a diluicdo seriada, foram acrescentados 50 uLL da suspensdo bacteriana em cada poco.
As bactérias permaneceram incubadas a 37°C, deixando-as crescer de 18 — 24 h. Este experimento
foi realizado em triplicata para cada linhagem bacteriana e seus tratamentos com rutina e
quercetina. Ao término do periodo de incubagdo as placas foram analisadas por leitura em
espectrofotometro Spectra Max 340, Molecular Device, Sunnyvale, CA, USA, ajustado para um
comprimento de onda de 595 nm. Os experimentos foram realizados em triplicata. A CIM foi
estimada pela absorbancia, utilizando como parametro a leitura realizada do pog¢o que continha
apenas meio de cultura e bactéria (controle). A CIM foi considerada para o poco que apresentou

um valor de leitura de absorbancia abaixo de 20% em relacdo ao seu respectivo grupo controle.
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4.3. Avaliacao do efeito antibacteriano sobre parede e membrana celular

4.3.1. Microscopia eletronica de varredura de Xanthomonas axonopodis pv. passiflorae incubada
com flavonoides

Aliquotas de suspensdo bacteriana de Xanthomonas axonopodis pv. passiflorae contendo uma
concentracao de bactérias de 10° UFC/mL (semelhante ao item 4.2 deste trabalho) foram submetidas a
andlise em microscopia eletronica de varredura apds incubagdo com os flavondides numa
concentracao sub-letal de 0,3 UM durante 1 hora. Essa ressuspensao foi centrifugada ap6s este periodo
de incubacdo para a obtencao de precipitado, o qual foi fixado em solucdo tampao de cacodilato de
sédio 0,1 M (pH 7,4) a 4 °C contendo glutaraldeido 2.5% (v/v) por 12 horas. Posteriormente, este
precipitado foi fixado novamente, com tetroxido de 6smio 1%, por 2 horas a 4 °C e foi desidratado em
concentracdes crescentes de etanol (70, 80, 90 e 95%), sendo esta ultima fase repetida por mais uma
vez). Os espécimes deste precipitado foram cobertos com ouro utilizando equipamento Sputter Coater
BALZERS SCD 050 (Liechtenstein). Micrografias eletronicas foram obtidas com a utilizacdo de

microscopio eletronico de varredura JSM-5800LV-JEOL (Tokyo, Japan).

4.3.2. Microscopia eletronica de transmissiao de Xanthomonas axonopodis pv. passiflorae
incubadas com flavondides

Aliquotas de suspensdo bacteriana de Xanthomonas axonopodis pv. passiflorae contendo uma
concentracdo de bactérias de 10 UFC/mL (semelhante ao item 4.2 deste trabalho) foram submetidas
a andlise em microscopia eletronica de transmissdo apds incubag¢do com os flavondides numa
concentracdo subletal de 0,3 uM durante 1 hora. Essa ressuspensdo foi centrifugada apds este periodo

de incubacdo para a obtengdo de precipitado, o qual foi fixado em solugdo fixadora (Glutaraldeido
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2,5% v/v) e tampao cacodilato de sédio 0,1 M, permanecendo nesta solucao por 2 horas a 4 °C. Este
precipitado (pellet) foi lavado 3 vezes com tampao fosfato 0,05 M, pH 7,4. Apés esta lavagem, o
pellet foi fixado com tetr6xido de 6smio 1% em tampao cacodilato de sédio 0,1 M (pH 7,4) durante 2
horas a 4 °C. Apés esta segunda fixacdo, o material precipitado foi desidratado em concentragdes
crescentes de etanol (30%, 50%, 70%, 90% e 100%) (cada desidratacdo com durag¢do de 30 minutos).
ApOs a desidratacdo, o material foi processado para inclusdo em resina Epon. Os blocos obtidos da
inclusdo em resina foram trimados, cortados num ultramicrétomo ULT (LEICA) e coletados em telas
de cobre. Este material foi contrastado com acetato de uranila e citrato de chumbo de Reynolds 0,4%.

As observacdes foram realizadas em microscopio LEO-906 (Germany).

4.4. Efeito sobre enzima de replicacao celular

4.4.1. Caracterizacao das alteracoes estruturais da DNA polimerase de bacteriéfago T4 pela
presenca de rutina

A fim de avaliar a a¢do dos flavondides sobre a estrutura e acdo de proteinas relacionadas com
a replicacdo bacteriana, realizamos o teste de DC. Foram adquiridos da Sigma-Aldrich lotes de DNA-
polimerase de bacteriéfago T4, que foram agrupados em uma unica solugcdo e divididos em 3
aliquotas. Cada aliquota continha aproximadamente 0,3 mg/mL de proteina. Ao grupo controle foi
adicionado 0,2 mL de salina 0,15 M; e aos tratamentos foram adicionados 0,2 mL de rutina 1 mM
para o segundo grupo, e 0,2 mL de quercetina 1 mM ao terceiro grupo. As medi¢des realizadas pelo

dicroismo circular foram realizadas com comprimento de onda de 190 — 280 nm.
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4.5. Efeito de quercetina e rutina sobre o cDNA.

4.5.1. Isolamento de RNA total e Sintese de cDNA

Amostras de tecido hepatico de camundongos foram congeladas em nitrogénio liquido, e
maceradas com o auxilio de pilao e almofariz. O RNA total foi isolado deste preparo com a adi¢do de
Trizol (Sigma). O cDNA foi sintetizado utilizando-se o RNA total e oligo dT Iniciador para

transcri¢do reversa.

4.5.2. Amplificacao em PCR
Foi utilizado 1iniciador para amplificacio do gene rps-29 (sequéncia sense:

TCTGAAGGCAAGATGGGTCACCA, antisense: TCTGAAGGCAAGATGGGTCACCA), uma
proteina constitutiva continuamente expressa. O iniciador em questdo foi selecionado para amplificar
a sequéncia de cDNA com 200 pares de base. Foi adicionado a 25 pL de dgua estéril deionizada, 5 uLL
de cDNA, 5 puL de tampao PCR 10X (PCR), 1,5 uL. de 25 mM de MgCl,, 5 uL. de ANTP mix 10 mM,
1uL de BSA (100 pg/mL), 2,5 uL de iniciador L1 10 pM, 2,5 pL de iniciador reverso L2 10 mM, e
2,5 uL de Taq polimerase (5 U/uL, Sigma, USA). Para cada tratamento foi adicionado 5 pL do
flavonoide 250 uM.. O PCR realizou 40 ciclos e seguiu o seguinte protocolo:

- pré-PCR: 95 °C por dois minutos;

- desnaturacao: 94 °C por um minuto;

- anelamento: 45 °C por um minuto;

- extensdo: 72 °C por dois minutos.
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Foi realizado este protocolo para todos os grupos utilizados neste estudo, com a adi¢do de um
controle positivo (que continha cDNA) e um controle negativo (material sem cDNA). Os produtos do
PCR foram submetidos a eletroforese em gel de agarose 1,5%. O material obtido por esta técnica teve
por objetivo ser concentrado, buscando obter o miximo de cDNA, e por este motivo, ndo foi

quantificado.

4.5.3. Eletroforese em gel de agarose 1,5%

Aliquotas de 4 pL dos produtos de PCR foram retiradas para a verificagdo do efeito dos
flavon6ides no cDNA. Esse material foi submetido a eletroforese em gel de agarose 1,5% em tampao
tris-borato-EDTA. A corrida eletroforética foi realizada durante um tempo de 20 minutos a 100 V. O
gel foi corado com 5 pL de brometo de etidio (10mg/mL). O grupo controle positivo foi composto por
cDNA somente e o grupo controle negativo apresentava apenas solucao. Os tratamentos apresentaram

5 uL de flavondide na concentracdo de 250 uM e foram realizados em triplicata.

4.5.4. Cromatografia liquida de alta pressao de fase reversa em coluna C-18.

Foi utilizado material de PCR (controle positivo, contendo apenas cDNA) para incubagdo com
os flavondides e também para o grupo controle. Na auséncia de luz foram incubados, durante uma
hora a temperatura de 27 °C, 20 uL de cDNA juntamente com 20 uL. de quercetina e rutina, ambos
flavon6ides com concentragdes de 250 uM e tiveram seu volume ajustado para 200 uL com solugdo

tampao de bicarbonato de amodnio 0,3 M. Este material foi submetido a HPLC de fase reversa em
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coluna C-18. O sistema cromatografico utilizado foi o HPLC - PDA 991 (Waters), equipado com duas
bombas Waters modelo 510/B, um injetor automético de amostras U6K com um “loop” de 200 uL e
uma coluna p-microbodapack C-18 0,78 X 30 cm, previamente equilibrada com &cido trifluoroacético
0,1%, pH 3,5. A eluicdo das amostras foi realizada utilizando um gradiente linear com acetonitrila

66%. Todas as fragdes foram monitoradas a 260 nm.

4.5.5. Perfil Espectral Ultravioleta — visivel.

Um grupo controle (cDNA) e seus tratamentos foram submetidos a um teste UV-visivel a fim
de mapear seu perfil espectral para obten¢do de dados que mostrem alteragdes estruturais do material
genético produzido pelos flavonodides. Para a realizacdo deste teste foi utilizado o espectrofotdmetro
de wavescan Ultrospec 3100 pro (Amersham Biosciences, Sweden). Como grupo controle foi
utilizado 20 uL de cDNA produzido pelo PCR, e foi acrescido de 480 puL de 4dgua estéril, totalizando
0,5 mL de volume final. Para os tratamentos foram utilizados 20 uL de cDNA, que foi incubado
juntamente com 20 pL de flavonoides (rutina e quercetina separadamente) na concentragdo de 250
UM durante 1 hora na auséncia de luz. Este material de incubagdo teve seu volume ajustado para 0,5
mL com &gua estéril para a realizacdo do teste. Toda a solucdo preparada (grupo controle e
tratamentos), contendo 0,5 mL de volume final, foi monitorada em cubetas de vidro. O

monitoramento foi realizado na faixa de freqiiéncia de 220 a 800 nm.
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4.6. Analises estatisticas

Os resultados foram relatados de acordo com as médias aproximadas obtidas nos
experimentos. A significancia de diferenca entre as médias foi estudada por andlise de variancia,
seguido do teste de Dunnet (Jandel Scientific, 1994) que comparou diversos grupos experimentais

com o grupo controle. O limite de confianga foi de 5%.
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5. Resultados

5.1. Atividade antibacteriana

5.1.1. Atividade antibacteriana sobre Xanthomonas axonopodis pv. passiflorae e Clavibacter
michiganensis subsp. michiganensis.

A atividade antibacteriana foi determinada pela contagem de UFC utilizando Xanthomonas
axonopodis. pv. passiflorae e Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis como bactérias de
teste. A figura 4 mostra o efeito inibitério da rutina e da quercetina em diferentes concentracdes em
Xanthomonas axonopodis. pv. passiflorae. Rutina numa concentragao de 1 uM/mL ndo demonstrou
diferenca significativa em efeito antimicrobiano se comparado a quercetina. Esta a 1uM inibiu 64%
das bactérias, como mostra a figura 4b. Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis também foi
incubada com os flavonéides, usando o processo semelhante ao estudo da atividade antibacteriana
com Xanthomonas axonopodis. pv. passiflorae. Na figura 5, para concentragdes maiores, podemos
observar que a quercetina (figura 5b) apresentou um efeito antimicrobiano mais poderoso do que a
rutina (figura 5a); porém, o mesmo nao foi observado para concentragdes mais baixas. Os flavondides
mostraram-se de duas a trés vezes mais eficazes contra a linhagem Gram-positiva comparada com a

linhagem Gram-negativa (Xanthomonas axonopodis. pv. passiflorae).
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Figura 4 - Efeito de diferentes concentracoes de rutina sobre o crescimento bacteriano de
Xanthomonas axonopodis pv. passiflorae. Em 4b esta representado o efeito antimicrobiano da
quercetina. Todos os experimentos foram conduzidos sobre as mesmas condicoes experimentais.
Cada ponto representa média e desvio padrao de n=12 experimentos, e os * indicam p < 0,05 em

relacao ao controle.
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Figura 5 - Resultados do tratamento da rutina e quercetina em diferentes concentracoes molares
sobre o crescimento bacteriano de Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis. A atividade
antimicrobiana foi expressa em porcentagem de UFC, sendo que cada ponto é a média e o

desvio padrao de 12 experimentos (n=12), os * indicam p < 0,05 em relacido ao grupo controle.
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5.1.2. Determinaciao da Concentracao Inibitéria Minima (CIM) em bactérias patogénicas.
Ambos os flavondides (rutina e quercetina) nao apresentam efeitos sobre bactérias patogénicas

Gram-negativas ou Gram-positivas humanas nas concentragdes utilizadas no presente estudo. Desta

forma, ndo foi possivel indicar uma concentracdo minima a qual possa ter um efeito antimicrobiano

(bactericida ou bacteriostético) sobre as linhagens selecionadas.

5.2. Avaliacao do efeito antibacteriano sobre parede e membrana celular

5.2.1. Experimentos de microscopia eletronica de varredura em Xanthomonas axonopodis pv.
passiflorae

Utilizamos microscopia eletronica de varredura e transmissao para analisar os efeitos da rutina
e quercetina na morfologia da linhagem de Xanthomonas axonopodis pv. passiflorae incubada com
uma dose subletal na concentragdo de 0,30 uM durante um periodo de 1 hora (tempo em que foi
observado inibi¢ao em outros testes). Essa linhagem foi escolhida por apresentar uma menor atividade
em relacdo a Clavibacter michigensis subsp. michiganensis e possibilitar observacdo de danos na
parede celular, que, no outro caso ndo seria possivel devido ao elevado grau de deterioracdo
provocado pelos tratamentos. A exposicdo de Xanthomonas axonopodis pv. passiflorae aos
flavondides nao causou modificacdes no formato da célula, como mostra a microscopia eletronica de
varredura. Bactérias ndo tratadas possuiam uma superficie irregular, alongada e brilhante, nao
apresentaram aparente lesao celular (figura 6a). Bactérias tratadas com rutina apresentaram superficie
similar, forma e volume nao apresentando significante alteragcdo em sua estrutura (figuras 6b), sendo

que o mesmo ocorreu para quercetina (figura 6¢). Desta forma,nas condi¢des experimentais deste
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trabalho, os dois flavondides estudados nao induzem sérios danos a membrana, superficie ou parede

bacteriana.

Figura 6 - Resultados de microscopia eletronica de varredura realizada com Xanthomonas
axonopodis pv. passiflorae submetidas a trés tratamentos experimentais, um com salina 0,15 M
(grupo controle) mostrado na figura 6a, e outros dois com rutina 0,3 uM (figura 6b) e com

quercetina 0,3 uM (figura 6¢).
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5.2.2. Experimentos de microscopia eletronica de transmissao em Xanthomonas axonopodis pv.
passiflorae

A microscopia eletronica de transmissao foi realizada em sec¢des de Xanthomonas axonopodis
pv. passiflorae tratadas com rutina e quercetina na concentragdo de 0.3 uM por 1 hora. Essa linhagem
foi escolhida para a realizacdo deste teste devido aos mesmos motivos apresentados no item anterior.
Células de Xanthomonas axonopodis pv. passiflorae ndo tratadas permaneceram intactas, representada
por uma linha eletrodensa (figura 7a) e também ndo foi observado alteragdes significantes
citoplasmadticas nos seus tratamentos com rutina (figura 7b) e quercetina (figura 7c), como formacao
de vesiculas ou perca de contetudo celular. Os granulos que podemos observar nas figuras 7a, 7b e 7c
sdo resultantes do processo de contrastacao utilizando-se acetato de uranila e citrato de chumbo de

Reynolds 0,4%.
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Figura 7 - Resultados de microscopia eletronica de transmissiao das amostras de Xanthomonas
axonopodis pv. passiflorae que foram perviamente tratadas com salina 0,15 M (grupo controle —

figura 7a), rutina 0,3 uM (figura 7b) e com quercetina 0,3 uM (figura 7c¢).
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Assim, apresentados os dados nestas condi¢des de experimento, podemos verificar que em
ambas as avaliagdes morfoldgicas (itens 5.2.1 e 5.2.2.) ndo foram observadas significantes alteracoes

em estrutura interna ou externa das células, ou ainda ruptura celular (figura 6 e 7).

5.3. Efeito sobre enzima de replicaciao celular

5.3.1. Analise em Dicroismo Circular de DNA polimerase de T4.

Amostras de DNA polimerase foram incubadas em presenca de salina 0,15 M; rutina 1 mM e
de quercetina 1 mM; depois repurificadas através de HPLC de fase reversa em coluna C-18, a fim de
separar os todo material da proteina. Realizado este procedimento, a proteina livre de qualquer
material foi liofilizada e estocada para as andlises em DC. Os resultados estdo expressos em
comparacdo com o grupo de tratamento com salina 0,15 M (grupo controle). As amostras que foram
previamente incubadas com quercetina 1 mM ndo foram capazes de induzir qualquer tipo de mudancga
estrutural da DNA polimerase e, desta forma nao estdo apresentados neste trabalho. Por sua vez, a
amostra incubada com rutina 1 mM mostra alteracao das estruturas em o-hélice e folhas-p (figura 8).
Os resultados obtidos parecem sugerir que niao houve desnaturacdo do enovelamento protéico da DNA
polimerase, mas esta pode ter perdido seu efeito e atividade relacionada a duplicacdo do material

genético, ou seja, a replicacdo do DNA.
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Figura 8 - Efeito da rutina sobre o enovelamento protéico de DNA polimerase de T4. A linha
continua representa a estrutura de DNA polimerase incubada com salina 0,15 M. Ja a linha
tracejada mostra o resultado de incubacao da enzima polimerase com o seu tratamento com

rutina 1 mM.
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5.4. Efeitos de quercetina e rutina sobre cDNA

5.4.1. Eletroforese em gel de agarose 1,5%.

Uma aliquota de 5 puL foi retirado do material obtido pela técnica de PCR para a realizagao de
eletroforese em gel de agarose 1,5%. O resultado observado demonstra que o tratamento com a
quercetina ndo possibilitou a formag¢do de cDNA enquanto o tratamento com rutina demonstrou nao
ter efeitos inibitdrios para a sua formac¢do como mostra a figura 9. Nao foi utilizado padriao de peso

molecular devido ao teste ser apenas qualitativo.
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Figura 9 — Eletroforese em gel de agarose dos grupos controles (negativo e positivo) comparado

com os tratamentos com quercetina e com rutina.
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5.4.2. Cromatografia liquida de alta pressao (HPLC) de fase reversa em coluna C-18.

O cDNA apés a incubac@o com os tratamentos foi submetido a cromatografia de alta pressao
(HPLC) de fase reversa em coluna C-18. Os tratamentos (quercetina e rutina) apresentaram diferentes
comportamentos em relacdo ao grupo controle constituido apenas por cDNA. Enquanto o grupo
controle apresentou apenas unico pico bem distinto que apareceu no perfil cromatogrifico aos 37
minutos (figura 10), o grupo tratado com a rutina demonstrou um deslocamento para o maior pico e
que foi seguido de um muito pequeno (figura 11), e o tratamento com a quercetina obteve um
comportamento mais distinto dentre os grupos anteriores (figura 12). A quercetina apresentou um pico
isolado logo no primeiro intervalo de 3-6 minutos, o qual veio seguido de vérios picos bem proximos
— 0 que pode ser indicagdo de uma possivel quebra no material genético (cDNA) gerando pequenos

fragmentos de tamanhos varidveis.
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Figura 10 — Perfil cromatografico de cDNA com 200 pares de base.
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Figura 12 — Perfil cromatografico do cDNA incubado com quercetina.
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5.4.3. Perfil Espectral Ultravileta-visivel

O material genético apds a incubacdo com os flavondides foi submetido a andlise em
espectrofotometro UV-visivel a fim de visualizar possiveis interacdoes dos tratamentos (quercetina e
rutina) com o material genético. Foi verificado o perfil espectral do material genético (cDNA) e este
foi comparado com os dos flavondides e respectivos tratamentos.

O material incubado como a rutina apresentou um grande aumento na faixa dos 260 nm vindo
seguido de um platd que pode ser observado no intervalo de 300 — 380 nm. O material controle
(cDNA) mostrou um comportamento semelhante, porém, mais abaixo do material incubado e caiu
bruscamente até a faixa do 300 nm. O perfil da rutina mostrou estar bem abaixo dos outros perfis.
Desta forma, ndo é possivel afirmar que o tratamento com a rutina foi capaz de modificar a
conformagdo da molécula de cDNA e seu perfil pode ser resultado da soma dos outros dois, € por isso

obteve um perfil espectral mais elevado, juntando as caracteristicas dos outros resultados (figura 13).
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Figura 13 — Espectro de absorciao Ultravioleta-visivel comparando ¢cDNA (controle) e cDNA

incubado com Rutina.
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A quercetina incubada com cDNA, diferentemente do comportamento que o tratamento da
rutina obteve, pareceu apenas aumentar o perfil espectral do cDNA, ndo o diferenciando por
acrescentar, retirar, ou modificar algum pico; mas sim, por dar-lhe uma caracteristica de se apresentar
mais elevado, que pode ser explicado pela fragmentagdo do material genético que foi observada em
outros experimentos, aumentando apenas em numero o cDNA. O perfil espectral da quercetina

sozinha parece ser muito menor em relacdo aos outros dois.
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Figura 14 — Espectro de absorcao Ultravioleta—visivel comparando cDNA (controle) com cDNA

incubado com Quercetina.
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6. Discussao

Flavonéides sdo compostos fendlicos que juntamente com as flavonas e os flavonols tem um
papel importante contra infec¢cdes no reino vegetal. Muitos estudos t€ém mostrado seus efeitos
antimicrobianos contra uma grande gama de espécies de microorganismos “in vitro” (Dixon et al.,
1983). Seu efeito depende da capacidade que cada flavondide possui de se complexar com proteinas
soluveis extracelulares e com a parede celular bacteriana, provavelmente por aderir a parede celular,
polipeptideos e outras enzimas de membrana; e flavondides que nao possuem grupo hidroxil no anel B
sd0 mais efetivos contra os microrganismos do que os possuidores do grupo OH. Esses fatores
sustentam a idéia de que o principal alvo de acdo dos flavondides seja a membrana plasmdtica
(Tsuchiya et al., 1996). Porém muitos autores encontraram um efeito oposto; isto é, maior
hidroxilagdo provocou um aumento da atividade antimicrobiana contra linhagens de patégenos
humanos ou animal (Sato et al., 1996). Nossos resultados mostram que os flavondides possuem uma
grande atividade antimicrobiana contra bactérias fitopatogénicas (principalmente Gram-positivas), e
sugerem que quercetina apresenta maior efeito contra os dois tipos de linhagens fitopatogénicas, como
mostrado com os resultados obtidos. Porém nao foram capazes de possuir atividade inibitéria contra
as bactérias patogénicas humanas. Uma evidéncia adicional € o fato que alguns flavonéides, como € o
caso da rutina e quercetina, apresentam uma estrutura molecular muito préxima, diferenciando-se
apenas pela presenca do rutinosideo, que € um residuo de carboidrato ligado a estrutura da rutina, mas
quando esta sofre desglicolizacdo a rutina € convertida a quercetina. Esta, por sua vez, possui um
carater mais hidrofébico do que a rutina (Silva et al., 2004) e apresentou atividade inibitéria na
duplicagdo do DNA. Com os resultados obtidos em cromatografia de alta pressdo podemos afirmar

que a quercetina produziu uma grande quantidade de pequenos fragmentos de cDNA, estes, podem ser
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observados através do perfil cromatografico obtido, que apresentou vérios picos de material em
tempos diferentes. Estes dados sugerem que tais fragmentos apresentavam tamanhos variados com
hidrofobicidade variada. A rutina ndo foi capaz de produzir o mesmo efeito no material genético como
pode ser observado ainda na cromatografia de fase reversa, apenas deslocou o pico de saida do cDNA,
o que deve indicar alguma mudanca capaz de alterar sua hidrofobicidade.

Os perfis espectrais dos tratamentos sugerem que, no caso da rutina, apesar de apresentar certa
mudanca no comportamento do grupo tratado em relacdo ao grupo controle, tal mudancga pode ter sido
provocada pela simples soma dos perfis, ndo sendo possivel a confirmacao de interacao entre o cDNA
e a rutina. Esta pode ter ocorrido, mas os dados ndo sdo comprobatdrios. No caso da quercetina foi
possivel observar um aumento no perfil do grupo tratado em relagdo ao grupo controle (cDNA) ndo
havendo, desta forma, alteracdo substancial.

Comparando os dados obtidos pela andlise de comportamento espectral obtido através de
espectrometria ultravioleta-visivel com os apresentados pela cromatografia, podemos dizer que houve
diferengas no efeito de ambos os flavondides durante a atividade de inibi¢do do crescimento
fitobacteriano para ambas as linhagens.

Alguns estudos demonstram que os flavondides, bem como outros compostos fendlicos
encontrados em plantas, agem na membrana da bactéria, destruindo sua integridade e inibindo seu
crescimento (Sato et al., 1996). A microscopia eletronica realizada para avaliar a morfologia das
bactérias ndo mostrou significante modificacdo estrutural ou na membrana, como sua ruptura ou
desorganizacdo citoplasmadtica, como mostra a figura 5 e 6.

Alguns flavondides exibem atividade pré-oxidante (Hodnick et al., 1994; Cao et al., 1995).
Essas propriedades sdo atribuidas ao fato de os flavondides podem sofrer auto-oxidacdo em solugdes

aquosas na presenca de metais de transi¢do, levando a formacgdo de radicais OH altamente reativos

38



(Rice-Evans et al., 1996; Cao et al., 1997). Essa caracteristica pode acelerar os danos de radicais
livres em moléculas nao-lipidicas, como o DNA, proteinas e carbohidratos. Estudos sustentam que
essa atividade gera danos ao DNA (Ahmad et al., 1992). Xu et al. (2001) demonstrou que flavondides
(como a morina) e outros compostos lipofilicos podem inibir a atividade da Helicase Hep A de
Streptomyces sp in vitro por interagir especificamente com sitio catalitico, conseqiientemente inibindo
o processo duplicativo. Nossos resultados sustentam que alguns flavondides podem atuar na
maquinaria de duplicacio celular, como ocorreu com a quercetina. Esta, parece fragmentar o cDNA
que sofreu incuba¢@o com este material de acordo com os resultados obtidos na cromatografia de fase
reversa (figura 12) e na corrida eletroforética em gel de agarose 1,5 % (figura 9) onde ndo foi
observado a formagdo de cDNA. A quercetina mostra impedir a duplicagdo celular além de gerar
danos ao material genético existente. Em alguns casos pode ainda se complexar com RNA (Nafisi et
al. 2008). Por sua vez, o resultado obtido através de espectrometria ultravioleta-visivel (figura 14)
pode ratificar a idéia de que a fragmentacdo realmente ocorre, pois o perfil observado a 260 nm foi
maior para o tratamento que pode ser explicado pelo aumento no nimero de fragmentos de cDNA. No
caso do tratamento realizado com a rutina ndo foi possivel observar o mesmo resultado. O cDNA
incubado ndo foi lisado como mostra o seu perfil cromatogréafico (figura 11) e seu mapa espectral
(figura 13), o qual pode se resultado da soma das absorbancias das substancias incubadas. Desta
forma, a rutina foi utilizada na experimentacdo com DNA polimerase de T4 por um periodo de 60
minutos, e foi capaz de induzir alteragdes de sua estrutura secunddria; indicando que esta enzima
perdeu sua funcionalidade devido a esta alteracdo impedindo o crescimento bacteriano.

Estas diferencas entre os efeitos de cada flavondide utilizado no presente estudo podem ser
explicadas devido a estrutura de cada um dos compostos como € mostrado na figura 3. A quercetina é

a forma aglicana da rutina, por ndo apresentar um glicosideo aderido a sua estrutura, denominado
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rutinose ou rutinosideo. Esta € a principal caracteristica que impede que o efeito de ambos seja
semelhante. De alguma forma, o agucar ligado a molécula de rutina ndo permite que ocorra lise as
moléculas de cDNA, ndo negligenciando porém, a sua atividade bacteriostética.

Um dos fatores que pode explicar a atividade antibacteriana da quercetina € a presenca do
grupo hidroxila, sendo um dos elementos chaves que diferenciam os efeitos dos flavondides sobre as

linhagens bacterianas (ver a tabela II).

Tabela II — Resultados das atividades dos flavonoides

Quercetina (OH) Rutina (Rutinose)

Grandes mudancgas, destruicdo da Mudancas moderadas,

cDNA - HPLC mudanca na hidrofobicidade do
estrutura do cDNA ,
cDNA, possivel desnovelamento
DNA polimerase Sem efeitos Alteracdo de alfa-hélices e
folhas-beta
C. michiganensis ++++ ++
UFC
X. axonopodis ++++ ++
MEV Sem mudangas significativas Sem mudangas significativas
MET Sem mudangas significativas Sem mudangas significativas

Apesar de ndo apresentarem atividade nas linhagens de bactérias patogénicas nas condicdes e
concentracdes envolvidas no estudo, os flavondides, por apresentarem capacidade de penetrar no
citoplasma da célula e inibir o crescimento bacteriano, apresentam um grande potencial no tratamento
contra certos agentes patogénicos em seres humanos, porém com uma administragdo mais elevada do
composto como foi observado por Krolicka et al. (2008), que também observou a atuacdo destes

compostos na maquinaria de duplicagado celular.
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7. Conclusoes

Dentro do alcance dos métodos e protocolos realizados e resultados obtidos por estes
experimentos, podemos sugerir as seguintes conclusoes:

- ambos compostos sdo capazes de alterar a estrutura e fungdo do cDNA; no caso da rutina,
alterar o perfil de eluicio do cDNA. Contudo, o perfil cromatografico ndo evidencia qualquer
fragmentacdo do material genético estudado, como ocorre apds o tratamento realizado com a
quercetina nestas condi¢des experimentais.

- tanto a quercetina como a rutina interagem com o cDNA de modo que atuam como agentes
bacteriostaticos tanto para Xanthomonas axonopodis pv. passiflorae, quanto para Clavibacter
michiganensis subsp. michiganensis.

- A rutina também pode atuar na DNA polimerase, inibindo sua atividade biolégica como
enzima envolvida na replicacdo do material genético, mas os dados de dicroismo circular sugerem que
nao houve alteracdes significativas no enovelamento protéico desta enzima.

- Apesar de serem compostos lipofilicos, os flavondides utilizados, ndo foram capazes de
provocar mudangas ou quebrar a parede celular bem como a membrana plasmédtica da linhagem

utilizada no experimento de microscopia eletronica de varredura e transmissao.
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