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AVALIACAO DA ATIVIDADE ANTIBACTERIANA E MODULADORA DO
EXTRATO ETANOLICO DO ESTIGMA ZEA MAYS L. (CABELO DO MILHO)
FRENTE A LINHAGENS BACTERIANAS

Maria Tais Gomes Janocat, José Junior dos Santos Aguiar2,

RESUMO

O presente trabalho tem como objetivo avaliar a atividade antibacteriana e moduladora do
extrato etanolico do estigma do Zea mays L. (cabelo o milho), foram utilizadas as linhagens
padrdo de Staphylococcus aureus ATCC6538, Escherichia coli 25922 e linhagens
multirresistentes de Staphylococcus aureus 199, Escherichia coli 27. A determinagdo dos
metabolitos secundarios através da prospeccdo quimica evidenciou a presenca de taninos,
flavonas, xantonas e flavondis. Os testes com o extrato apresentou concentragdo inibitoria
minima (CIM) >1024 frente as cepas testadas. A modulagdo do extrato etanolico do estigma
Zea mays L. frente aos antibidticos Amicacina e gentamicina demostrou sinergismo em todas
as cepas. Quando a modulacdo foi realizada frente a Escherichia Coli, o sinergismo
apresentado foi estaticamente ndo significante com p>0.05. J& modulacdo frente a
Staphylococcus aureus apresentou sinergismo estaticamente significativo, no entanto a
Amicacina apresentou resultados sinérgicos diferente da gentamicina com p<0.05, enquanto
que a gentamicina apresentou p<0.001. Assim os resultados obtidos demonstram que o
estigma de zea mays apresenta excelente acdo modularéria frente a bactérias gram positivas.
contudo novos estudos devem ser realizados, na tentativa de testas outras linhagens a fim de
comprova sua eficécia.

Palavras chaves: Aminoglicosideos. Extrato etandlico. Zea mays L.

EVALUATION OF THE ANTIBACTERIAL AND MODULATING ACTIVITY OF
THE ETANOLIC EXTRACT OF THE STIGMA ZEA MAYS L. (CORN HAIR)
AGAINST THE BACTERIAL LINEAGE

ABSTRACT

The present work aims to evaluate the antibacterial and modulating activity of the ethanolic
extract of the stigma of Zea Mays L. (corn hair), the standard strains of Staphylococcus aureus
ATCC6538, Escherichia coli 25922 and strains Strains of Staphylococcus aureus 199,
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Escherichia coli 27. The determination of secondary metabolites through chemical
prospecting evidenced the presence of tannins, flavones, Xanthines and Flavonols. The tests
with the extract presented minimal inhibitory concentration (MIC) > 1024 compared to the
tested strains. The modulation of ethanolic extract of the stigma Zea Mays L. Against the
antibiotics amikacin and gentamicin showed synergism in all strains. When the modulation
was performed against Escherichia Coli, the synergism presented was statically not significant
with p > 0.05. Already modulation against Staphylococcus aureus statically significant
synergism, however amikacin presented synergistic results different from gentamicin with P <
0.05, while gentamicin presented p < 0.001. Thus, the results show that the stigma of Zea
Mays presents an excellent modularory action against Gram-positive bacteria. However,
further studies should be carried out in the attempt to test other strains in order to prove their
efficacy.

Keywords: Aminoglycosides. Ethanolic extract. Zea Mays L.

1.0 INTRODUCAO

H& indicios da utilizacdo das plantas medicinais como uma pratica milenar, desde o
inicio das civilizacdes. Apesar de ser um recurso do saber popular, seu conhecimento ndo é s6
baseada no saber adquirido pelo senso comum, enfim pelas formas de utilizacdo e suas
propriedades terapéuticas (MESQUITA et al., 2008).

O uso das plantas medicinais vem sendo utilizado tradicionalmente para o tratamento
de varias enfermidades, desde o combate aos microrganismos patogénicos ao cancer. Tendo
como uma finalidade terapéutica, vem contribuido, ao logo dos anos, para a descoberta de
varios farmacos, consequentemente utilizado até hoje na clinica servindo de matéria prima
para o cuidado de satde de inumeros povos (FOGLIO et al., 2006).

Na medicina natural as plantas ganharam seu espago ndo sé no Brasil mais em outros
paises, assim tendo sua eficacia e praticidade em atender o consumidor a qual pode obté-las
de forma natural em raizeiros locais ou exatamente industrializado, onde ambos vem se
ocupando e se expandido as formas de medicamentos fitoterapicos (NUNES et al. 2003).

varias plantas sdo utilizadas como antidiurético, sendo que varias delas ja foram
relatadas na literatura com essa bioatividade, O cabelo do milho na literatura é empregado no
combate a infec¢Oes urinarias, afeccoes renais, cistite, usado na forma de infusdo (cha),
utilizado com antidiurético e antiinflamatério (BALBI; CAMPOS; ALVES, 2008).



O milho contém, nos estigmas ou cabelo-de-milho, potassio, sais de célcio,
esteroma, glucide e ceras que o tornam diurético e colagogo. (PINHEIRO et al., 2011).
Pertencente a familia Gramineae/ Poaceae, possui caule ereto, fibroso, cilindrico onde
possui em media de 1,30 a 2,50 m, onde uma parte e recoberta por folhas e separados
em porgdes por gomos denominado bainha. Sabendo que suas folhas sdo flexiveis e
tem uma nervura central branca de tamanha médio a grande, de cor verde-escura a
verde-clara lisa e bem visivel (KWIATKOWSKI; CLEMENTE, 2007). O milho produz
bem em épocas climaticas do ano com alta temperatura e média e boa disponibilidade
de agua no solo durante todo o ciclo da planta. A colheita de espigas é feita, quando os
gréos estdo em estado leitoso (PAIVA et al., 1992).

O estigma do milho vem sendo utilizado em varias comunidades mundiais para
diversas atribuicbes sendo empregado a fim de controlar infecgdes urinarias, febre,
pressdo arterial dentre outras patologias existentes, inclusive bacteriana (BARBOSA et
al., 2007).

A resisténcia a antibioticos e um dos maiores problemas com relacéo ao tratamento de
infeccBes bacterianas onde tornou-se um grave problema de salde publica no mundo, pois
afeta todos os paises, desenvolvidos ou ndo (SANTOS, 2004). Os estudos com produtos
naturais vém sendo uma alternativa com um intuito de controlar ou inibir seus mecanismos
Devido a resisténcia microbiana, porem a pesquisa com plantas medicinais torna-se viavel
pelo acessibilidade, baixo custo e facil manipulagdo (SILVEIRA et al., 2006).

Desta forma, O presente trabalho tem como objetivo avaliar a atividade antibacteriana

e moduladora do extrato etandlico do estigma do Zea mays L. (cabelo o milho).

2.0 MATERIAL E METODOS

2.1 TIPO DE ESTUDO

O trabalho trata-se de um estudo experimental, de carater quantitativo, onde 0s

resultados foram submetidos a analise estatistica com testes de significancia.



2.2 AMOSTRA BOTANICA E LOCAL DE REALIZACAO DOS ESTUDOS

As amostras do estigma de Zea mays (cabelo do milho) foram coletadas no municipio
de Porteiras — CE por volta das 17:00 hrs do dia 26 de agosto de 2018. Numa horta de
agricultura familiar com coordenadas geogréficas de 07°32' 05" S Latitude e Longitude: 39° 07'
06" W. A amostra da espécime de Zea mays foram processada em excicata e depositada no
Herbario Caririrense Dardano de Andrade Lima sob o numero 13.351. O procedimento
experimental foram realizado no Laboratério de Microbiologia do Centro Universitario

Doutor Ledo Sampaio, campus Saude, na cidade de Juazeiro do Norte Estado do Ceara.

2.3 OBTENCAO DOS EXTRATOS

Foi realizada a preparacdo dos extratos seguindo o método de extragdo a frio com
solvente etandlico (BRASILEIRO et al., 2006). Para preparacdo e obtencdo do extrato, do
estigma de Zea Mays L houve um preparo onde o estigma foi submetido a maceracdes e
posteriormente acondicionadas em recipientes individualizados contendo solvente etanolico
suficiente para envolver todo material vegetal por 72h, ap6s esse periodo, foi filtrado em
papel filtro e concentrado em condensador rotativo a vacuo e ultrathermal banho obtendo-se
massa de extrato bruto (MATIAS, 2010).

2.4 PROSPECCAO QUIMICA

As amostras do estigma de Zea Mays L. foi submetida a prospec¢do quimica,
seguindo o método descrito por Matos, 1997. Os testes baseiam-se na observacéo
visual colorimétrica ou formacdo de precipitado ap6s adicdo de reagentes especificos e

variacdo de pH.

2.5 PREPARO DAS SOLUCOES A PARTIR DO EXTRATO BRUTO PARA TESTES

2.5.1 Preparo da solucéo inicial e das solucdes de teste

No preparo da solucéo inicial, o extrato etandlico do cabelo do milho foi solubilizado



em dimetilsulfoxido (DMSO), observando as proporcfes: 10mg do extrato bruto em 1mL
DMSO. A solucdo foi diluida em agua destilada atingindo concentracdo de extrato de
1024pg/mL e reduzindo a concentragio de DMSO para 10%. Durante o teste de
microdiluicdo foram efetuadas diluigcdes seriadas 1:2, para obter as concentra¢des do extrato
variando de 512 a 8pug/mL (MATIAS, 2010).

2.6 LINHAGENS BACTERIANAS

Foram utilizados no presente trabalho as linhagens bacterianos padrdo de
Staphylococcus aureus ATCC6538, Escherichia coli 25922 e linhagens multirresistentes de
Staphylococcus aureus 358, Escherichia coli 27, com perfil de resisténcia bacteriano descrito

no quadro 1.

Quadro 1: Perfil de resisténcia

Bactéria N° | Sitio de coleta Perfil de resisténcia

Staphylococcus )
SA 358 Ferida Oxa, Gen, Tob, Ami, Can, Neo, Para, But,
aureus cirirgica Sis, Net
Escherichia EC27 Ferida Ast, Ax, Amp, Ami, Amox, Ca, Cfc, Cf,
coli cirtirgica Caz, Cip, Clo, Imi, Can, Szt, Tet, Tob

Perfil de resisténcia: Ami=amicacina; Cip=ciprofloxacina; Imi=imipenem;  Ast=aztreonan;
Ax=Amoxacilina; Amp=ampicilina; Amox=amoxilina, Ca=cefadroxil; Cfc=cefaclor; Cf=cefalotina;
Caz=ceftazinidima; = Clo=clorafenicol; = Can=canamicina; = Szt=sulfametrim,  Tet=tetraciclina;

Tob=tobramicina; Oxa=oxacilina; Gen=gentamicina; Neo=neomicina; Para= paramomicina; But=
butirosina; Sis=sisomicina; Net= netilmicina

2.7 REALIZACAO DE ENSAIO ANTIBACTERIANOS

2.7.1 Determinacdo da Concentracao Inibitéria Minima (CIM) In Vitro

A determinacdo da CIM do extrato etandlico foi executada através do Método de

Microdiluicdo em Caldo, com concentragOes variando de 512 a 8 pg/mL (CLSI, 2015).
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As solucgdes foram preparadas e utilizadas a partir do extrato, distribuido em cavidades
de microplacas estereis. Foram diluidas seriadamente 1:1 em caldo BHI 10%. Controles
negativos com o meio de cultura, controles positivos (meio + inoculo) e controles de inibicéo
utilizando solugdo em concentracdo de 512 a 8 pg/mL foram incluidos nos ensaios

(JAVADPOUR et al., 1996). As placas foram incubadas a 35°C por 24 horas.

A CIM foi evidenciada através de uma solucdo reveladora: resazurina sodica. Apds a
incubacdo, 20 pL dessa foram adicionados em cada cavidade, deixando em temperatura
ambiente por aproximadamente 1 hora. A mudanca de coloracdo azul para rosa devido a
adicdo da resazurina indica o crescimento bacteriano auxiliando a visualizagdo da CIM,
definida como a menor concentracdo capaz de inibir o crescimento bacteriano, evidenciado
pela cor azul inalterada (NCCLS, 2000).

2.8 ATIVIDADE MODULADORA DA ACAO ANTIBIOTICA IN VITRO POR

MICRODILUICAO

Na avaliacdo a atividade do extrato etandlico do estigma de Zea mays L. como
modulador da acdo antibacteriana, foi utilizado a metodologia proposta por Coutinho e
colaboradores (2008), onde as solucGes do extrato foram testadas em concentrages sub-
inibitorias (CIM/8), em cada poco foram distribuidas no sentido numérico da placa 100uL de
solucgdes contendo BHI 10% associado a bactéria em teste e a CIM subinibitorias do extrato.
A preparacdo das solugdes de antibioticos realizarem-se com a adi¢éo de agua destilada estéril
em concentracdo dobrada (5000pg/mL). Em seguida, 100pL da droga foram misturadas ao
primeiro pogo, procedendo a microdiluicdo em serie, numa proporgédo de 1:1 ate a pendltima
cavidade, a ultima cavidade foi reservada ao controle. As concentracdes de aminoglicosideos
variaram gradualmente de 2500 a 2,44pg/mL (COUTINHO et al., 2008). Posteriormente as
placas foram incubadas a 37 °C por 24 horas apds esse periodo a leitura foi evidenciada pelo
uso de resazurina indicador colorimétrico de oxido- reducdo, onde a cor rosa indica
crescimento bacteriano e azul auséncia de crescimento bacteriano (CLSI, 2005; COUTINHO;
CONDEIRO; BRINGEL, 2005; JAVADPOUR et al., 1996; NCCLS, 2000). Os testes foram
feitos em triplicata e utilizados a penas as cepas bacterianas multirresistentes. Todos 0s

antibidticos testados foram obtidos junto a sigma.
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2.9 ANALISE ESTATISTICA

Os resultados da CIM obtidos em triplicata nos testes de modulacdo da resisténcia
bacteriana foram tabulados em planilha utilizando software Microsoft Excel 2010, e aplicando
a formula de média geométrica e calculo do desvio obtendo dados paramétricos e possiveis de
submissdo a andlise estatistica e teste de significancia. Para a analise estatistica os dados
expressos pela média geometrica e desvio padrdo foram submetidos a analise de variancia
(ANOVA), seguida pelo teste de significancia Bonferroni, considerando diferenca

significativa para quando p < 0,001, utilizando o software GraphPad Prisma 5.0 .

3.0 RESULTADOS E DISCUSSAO

O estigma de Zea mays rendeu 4,0% de extrato etanolico. E sua prospeccao quimica
demostrou os seguintes resultados de metabolicos secundarios taninos, flavonas, xantonas e
flavonois descritos na metodologia de Matos (1997), mostrado na tabela 2. Esses resultados
estdo descritos por Arora et al., (2015), no estudo os autores também puderam evidenciar a
presenca de metabolitos saponina, calcio, sodio, magnésio e proteina. A razdo desses autores
ter encontrado esses metabolitos pode ser explicada pela coleta da amostra, haja vista que
segundo SHIRWAIKAR & et al., 2004 diferentes classes de metabdlitos sofrem acdo do

tempo e periodo de coleta, podendo estar ou ndo presente quando dosado.

Tabela 2: Prospeccdo quimica do Extrato etanolico de Zea mays L..

EXTRATO |1 2 3 | 4 ) 6 | 7| 8 9 |10 | 11| 12

EHZM -+ = - + + + - - - - -

1-Fendis; 2-Taninos Pirogalicos; 3-Antacioninas; 4-Antacianidinas; 5-Flavonas; 6-Flavondis; 7-Xantonas; 8-
Chalconas; 9-Auronas; 10-leucoantocianidinas; 11-Catequinas; 12- Alcaldide; (+) Presenca; (-) Auséncia.

EEZM- Extrato etandlico de Zea mays L.

A tabela 3 demosntra a determinacdo da concentracao inibitéria minina (CIM)
testadas frente as linhagem de Staphylococcus aureus e Escherichia coli padrdo e

multirresistente. Esses resultados demonstram CIM > 1024 em todos as cepas testadas.
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Estudos feitos por Matos (2017) com extrato etandlico do estigma Zea mays demostraram que
houve uma CIM 512 pg/ml para Escherichia coli e Staphylococcus aureus sendo que pra

pseuddmonas aeriginosas apresenta CIM > 1024.

Tabela 3: resultado da concentracéo inibitéria minima (CIM)

BACTERIA CIM

Staphylococcus aureus ATCC 6538 >1024 pg/mL
Staphylococcus aureus 199 >1024 pg/mL
Escherichia coli ATCC 25922 >1024 pg/mL
Escherichia coli 27 >1024 pg/mL

O Gréfico 1 apresenta os resultados dos testes da modulacdo do extrato etanolico do
estigma Zea mays L. frente aos antibioticos da classe do aminoglicosideos Amicacina e
Gentamicina. Os resultados demostraram que o extrato apresentou sinergismo em todas as
cepas testadas. No entanto quando a modulacgdo foi realizada frente a Escherichia coli que é
uma bactéria Gram negativa, 0 sinergismo apresentado foi estaticamente ndo significativo
com p>0.05. Para Oliveira (2017) quando a Amicacina foi modulada frente a mesma espécies
apresentou efeito antagonico. Por outro lado, a modulacdo frente a Staphylococcus aureus
que é uma bacteria Gram positiva demosntrou sinergismo estaticamente significativo, no
entanto a Amicacina apresentou resultados sinérgicos diferente da Gentamicina com p<0.05
enguanto que a Gentamicina apresentou p>0.001. em estudos de Matos (2017) mostrou que
teve efeito antagbnico exceto Escherichia coli observou-se sinergimos com um valor

estatisticamente significativo de p> 0.001.

Gréfico 1: Resultados da modulagdo do Extrato etandlico de Zea mays L . (EEZM).
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A possivel acdo sinérgica do extrato do estigma de Zea mays, pode ser explicada pela
presenca de metabolitos secundarios como taninos, isso porque de acordo com os estudos de
Mello e Santos (2011), taninos possuem eficacia e complexibilidade com moléculas
polissacaricas e proteicas, que garantem a ele potencialidade antibacteriana e antiflngica.
Outra possibilidade seria a presenca de flavonoides, evidenciados no presente estudo, que de
acordo com Santos e Mello (2004). Flavonoides isolados demontram ser potentes agente

antimicrobiano

4.0 CONCLUSAO

Conclui-se que o extrato etandlico do estigma de Zea mays |. Apresentou CIM
>1024pg/mL, tendo como metabdlitos secundarios flavonas, taninos e xantonas e quando foi
modulado com os antibiéticos apresentou efeito sinérgico a todas as cepas testadas, no entanto
os resultados estatisticamente significativos foram evidenciados quando a modulagdo foi
aplicada a bactérias Gram positivas, demostrando alta atividade modulatoria. Contudo novos
estudos devem ser realizados na tentativa de testas outras linhagens a fim de comprova sua

eficacia
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