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PERFIL FITOQUIMICO E AVALIACAO DA ATIVIDADE ANTIBACTERIANA E
MODULATORIA DO EXTRATO ETANOLICO DO ESTIGMA ZEA MAYS L.
(CABELO DO MILHO) ASSOCIADO AO APARELHO DE LED

Maria Tamires Gomes Janoca?!, José Junior dos Santos Aguiar2.

RESUMO

O presente estudo teve como objetivo avaliar a atividade bacteriana e modulatoria do extrato
etanolico do estigma de Zea mays, frente a microrganismos multirresistentes e padrdes. Foram
utilizadas as linhagens padrdo de Staphylococcus aureus ATCC 6538 e Escherichia coli
ATCC 25922 e linhagem multirresistente de Staphylococcus aureus 199 e Escherichia coli
27. Para a determinacdo de metabolitos secundarios através da Prospec¢do Fitoquimica teve a
presenca de taninos, flavonoides, flavondis, e xantonas. O teste com extrato apresentou a
concentracdo inibitoria minima (CIM) > 1024 em todas as cepas testadas. Quando a atividade
moduladora a antibiotico para Escherichia coli, houve efeito sinérgico quando foram expostos
a luzes de LED Azul, amarelo e vermelho. Exceto quando foi modulado com Amicacina +
produto + LED Azul e Amicacina + Led amarelo. No entanto esses resultados apresentaram
valores estatisticamente ndo significantes p>0.05. J& Staphylococcus aureus houve sinergismo
em todos os testes, exceto para a modulacdo de Amicacina + LED amarelo + produto que
apresentou efeito nulo, a modulagcdo da Amicacina + LED azul + produto e Amicacina + LED
vermelho + produto apresentaram efeito sinérgico estatisticamente significante com p<0,001.
Com tudo isso novos estudos devem ser realizados afim de isolar os compostos do estigma de
Zea mays L.

Palavras chaves: Modulagdo. Sinergismos. Zea mays L.

PHYTOCHEMICAL PROFILE AND EVALUATION OF THE ANTIBACTERIAL
ACTIVITY AND MODULATORIA OF THE ETHANOLIC EXTRACT OBTAINED
FROM THE STIGMA ZEA MAYS L. (CORN HAIR) ASSOCIATED WITH THE LED
APPARATUS

ABSTRACT

The present study aimed to evaluate the bacterial activity and modulatoria of the ethanolic
extract of the stigma of Zea Mays, against multidrug-resistant microorganisms and patterns.
The standard strains of Staphylococcus aureus ATCC 6538 and Escherichia coli ATCC 25922
and multidrug strain of Staphylococcus aureus 199 and Escherichia coli 27 were used.
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For the determination of secondary metabolites through phytochemical prospecting, tannins,
flavonoids, flavonols, and Xantonas were present. The test with extract showed the minimum
inhibitory concentration (MIC) > 1024 in all tested strains. When the activity modulating the
antibiotic for Escherichia coli, there was synergistic effect when they were exposed to blue,
yellow and red Led lights. Except when it was modulated with amikacin + product + blue
LED and amikacin + yellow LED. However, these results showed statistically significant
values, p > 0.05. Staphylococcus aureus showed synergism in all tests, except for the
modulation of Amikacin + yellow LED + product that had a null effect, the modulation of
Amikacin + blue LED + product and Amikacin + red LED + product showed synergistic
effect Statistically significant with p < 0.001. With all this new studies should be carried out
in order to isolate the compounds of the stigma of Zea Mays L.

Keywords: Modulagéo. Sinergismos. Zea mays L.

1.0 INTRODUCAO

Ha& indicios da utilizagdo das plantas medicinais desde as civilizagdes mais antigas,
para prevencdo, tratamento e cura de doencas, sendo considerada uma das praticas mais
remotas utilizadas pelo homem para tais fins, servindo como importante fonte de compostos
biologicamente ativos (RIBEIRO et al., 2016).

As plantas medicinais tem uma crescente evolugdo, assim incentivado que pudesse ser
comercializadas de diferentes formas onde vem ganhado a cada dia mais espago no comercio,
mesmo sabendo que sdo medicamentos fitoterapicos. O desafio de exigéncia dos padrdes de
qualidade e a falta de treinamento de profissionais (NUNES et al., 2003).

Os extrato e Oleos essenciais sdo responsaveis por parte das propriedades
farmacéuticas apresentadas por plantas medicinais, desse modo os estudos demostram um
numero significativo deste constituinte tendo se mostrando eficaz, e seus efeitos extraidos
atuam como antimicrobiano naturais ( SEIXAS et al., 2011).

Nesse contexto, os estigmas ou cabelos do milho contém sais de calcio e potassio,
glucide, estereoma, ceras e suas propriedades medicinais incluem: grande poder diurético,
anti-inflamatorio, colagogo (estimulante de secrecdo biliar), eficacia contra problemas renais.
E indicado em situacBes como Albuminria, blenorragia, calculo renal e na bexiga, cistite,
distdrbios cardiacos, retencdo urinaria, edema nos membros inferiores no periodo gestacional,
inflamacdes da bexiga, nefrite (SILVA; CALVALCANTE, 2016).

A sociedade vem usando esse produto natural em forma de infusdo (cha) assim ressaltando

que suas propriedades farmacolégicas demostra um bom resultando, além de ser



antiinflamatério e um bom diurético para diminuigdo da pressdo arterial, infec¢do urinaria,
febre, gota entre outros (REZENDE; MONTEIROCOCCO, 2002).

Estudos comprovam que o cabelo de milho considerado um residuo contém
vitaminas, proteinas, sais minerais de calcio, carboidratos, magnésio, sddio e potassio, dleos
fixados e volateis, alcaloides, saponinas, taninos e flavonoide (ALVES et al., 2013).

A resisténcia aos antimicrobianos pode ser adquirida ou natural, onde através desses dois
mecanismos 0s microrganismos vai ter um espectro de resisténcia aos antimicrobianos.
Constituir as caracteristicas bioldgicas dos microrganismo e resulta nos genes cromossémicos
que codificam uma determinada espécie, assim demostrado a bactéria Gram negativas
(FRACALANZZA, 2007).

Um recurso fototerapico frequentemente utilizado na estética € o Light Emithing
Diodes- LED de baixa intensidade e boa poténcia (MOREIRA, 2009). A Ledterapia tem sido
eficiente em diversas disfuncGes estéticas, sendo indicados para diversos tratamentos. Dessa
forma, a combinacgdo entre a luz LED e o extrato obtido do cabelo de milho etanolico do
estigma Zea mays |. podem se mostrar eficientes contra microrganismos, incluindo
Staphylococcus aureus.

Planta medicinal é uma espécie vegetal, cultivada ou ndo, utilizada com propositos
terapéuticos e alimenticios. Essa pratica tem se mostrado eficaz no cuidado e manutengdo da
salude e ja foi possivel, por meio de estudos cientificos, comprovar os beneficios e a
funcionalidade de inimeras espécies de plantas medicinais, por exemplo, muitas com
potencial antinflamatorio, antibacteriano, entre outras possibilidades, oferecendo ainda a
vantagem do seu baixo custo.

Ha relatos da utilizacdo do estigma do Zea mays no combate a infecgdes, tendo uma
importancia no estudo cientifico, podendo ser uma alternativa no controle de mecanismos de
resisténcia. O presente estudo teve como objetivo avaliar a atividade antimicrobiana e
modulatoria do extrato etandlico do estigma de Zea mays, frente a microrganismos

multirresistentes e padres.
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. 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 foi coletada e
processada em excicata e depositada no herbario caririrense Dardano de Andrade Lima sob o
numero 13.351. Para possiveis conferéncias. O procedimento experimental foi realizado no
Laboratdrio 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 e aquisicdo dos extratos e fracdes seguindo o método de
extracdo a frio com solvente etandlico de diferentes polaridades (BRASILEIRO et al., 2006).
Para preparacdo e obtencdo do extrato, o cabelo do milho foram submetidas a maceragdes e
posteriormente acondicionadas em recipientes individualizados contendo solvente suficiente
para envolver todo material vegetal por 72h, apds 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 FITOQUIMICA
Através da prospecgdo fitoquimica, seguindo o método descrito por Matos, 1997,

foram avaliados e identificados classes de metabolitos presentes no extrato. Os testes

baseiam-se na observacao visual da alteracdo de cor apds a adi¢ao de reagentes especificos.

2.5 PREPARO DAS SOLUCOES A PARTIR DO EXTRATO PARA TESTES

2.5.1 Preparo da solugéo inicial e das solugdes de teste
No preparo da solugdo inicial, o extrato etanolico do estigma Zea mays L. (cabelo do
milho) foi solubilizado em dimetilsulfoxido (DMSQO), observando as propor¢des: 10mg do



extrato essencial em 1mL DMSO. A solucdo foi diluida em &gua destilada atingindo
concentracdo de extrato de 1024pg/mL e reduzindo a concentracdo de DMSO para 10%.
Durante o teste de microdiluicdo foram efetuadas diluicdes seriadas 1:2, para obter as
concentragdes do extrato variando de 512 a 8ug/mL e DMSO variando de 5-0,8% de
concentracdo (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 199, Escherichia coli 27.

2.7 REALIZACAO DE ENSAIO ANTIBACTERIANOS

2.7.1 Determinacéo da Concentracao Inibitoria Minima (CIM) In Vitro

A determinacdo da CIM do extrato etandlico foi executada através do Método de
Microdilui¢do em Caldo, com concentragdes variando de 512 a 8 ug/mL (CLSI, 2015).

As solugdes foram preparadas e utilizadas a partir do extrato, distribuido em cavidades
de microplacas estéreis. Foram diluidas seriadamente 1:1 em caldo BHI 10%. Controles
negativos com o meio de cultura, controles positivos (meio + inoculo) e controles de inibi¢do
utilizando solugdo em concentracdo de 512 a 8 ug/mL foram incluidos nos ensaios
(JAVADPOUR et al., 1996). As placas foram expostas as luzes de LED por 15minutos e
incubadas a 35°C por 24 horas. Utilizou-se durante o procedimento o Light Emithing Diodes-
LED, que é um diodo emissor de luz, da marca NEW Estética®, o qual possui 0s espectros de
luz vermelha, azul e amarela, permitindo também a combinacdo destas cores. Foram
utilizadas as trés luzes com um comprimento de onda pré-determinado pelo aparelho, luz azul
de 415nm, luz vermelha de 620 nm e luz amarela de 590 nm (MATIAS et al., 2018).

A CIM foi evidenciada através de uma solucdo reveladora: resazurina sédica. Apds a

incubacdo, 20 pL dessa foram adicionados em cada cavidade, deixando em temperatura
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ambiente por aproximadamente 1 hora. A mudanca de coloracdo azul para rosa devido a
adicdo da resazurina indica o crescimento bacteriano auxiliando a visualizacdo da CIM,
definida como a menor concentracdo capaz de inibir o crescimento bacteriano, evidenciado
pela cor azul inalterada (BROWN, 1988).

2.8 ATIVIDADE MODULADORA DA AGCAO ANTIBIOTICA IN VITRO POR
MICRODILUICAO

Os ensaios de modulacdo foram utilizados os antibiéticos Amicacina e Gentamicina,
realizados pelo método de microdiluicdo em caldo e produto de teste em concentragdo
subinibitérias seguido por andlise estatistica dos resultados (MATIAS et al., 2013). Na
avaliacdo a atividade do extrato etandlico do estigma de Zea mays L. como modulador da
acao antibacteriana, foi utilizado a metodologia proposta por Coutinho e colaboradores
(2008), onde as solugdes do extrato foram testadas em concentragdes sub-inibitorias (CIM/8),
em cada poc¢o foram distribuidas no sentido numérico da placa 100uL de solugbes contendo
BHI 10% associado a bactéria em teste e a CIM subinibitdrias do extrato. A preparacdo das
solucdes de antibidticos realizarem-se com a adi¢cdo de agua destilada estéril em concentracédo
dobrada (5000ug/mL). Em seguida, 100pL da droga foram misturadas ao primeiro poco,
procedendo a microdiluicdo em serie, numa proporcdo de 1:1 ate a penultima 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 ap0s 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 os

antibidticos testados foram obtidos junto a sigma.

2.9 MODELO ESTATISTICO
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Os resultados da CIM obtidos em triplicata nos testes de modulagéo 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 andlise estatistica os dados
expressos pela média geométrica 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 (MATIAS et
al., 2013).

3.0 RESULTADOS E DISCUSSAO

Os estigmas de Zea mays renderam (4,0%) de extrato etandlico, esse extrato
evidenciou como componentes metabolitos secundarios a presenca de taninos, flavonoides,
flavonois, e xantonas (tabela 1). Esses resultados sdo componentes positivos com o estudo de
Arora et al., (2015), nesse estudo além dos metabdlitos acima identificados os autores também
evidenciaram a presenca de saponinas, calcio, sédio, magnésio e proteinas. A razdo desses
autores ter encontrado esses metabdlitos pode ser explicada pela coleta da amostra, haja vista
que segundo SHIRWAIKAR & et al., (2004) diferentes classes de metabdlitos sofrem ac¢do do

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

Tabela 1: Prospeccédo Fitoquimica do Extrato do Etandlico de Zea mays L..

EXTRATO |1 22 3 4 S) 6 (7 |8 9 10 | 11 | 12

EEZM -+ = = + + |+ - - - - -

1-Fendis; 2-Taninos Pirogalicos; 3-Antacioninas; 4-Antacianidinas; 5-Flavonoides; 6-Flavonois; 7-
Xantonas; 8- Chalconas; 9-Auronas; 10-leucoantocianidinas; 11-Catequinas; 12- Alcalbide; (+)

Presenca; (-) Auséncia. EEZM- Extrato Etandlico de Zea mays L.

A tabela 2 demonstra a determinacdo da concentracdo inibitéria minima (CIM)

das amostras testada frente as linhagem de Staphylococcus aureus e Escherichia coli
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padrdo e multirresistente apresentaram CIM > 1024 em todas as cepas testadas. Estudo

feito por Oliveira (2017) apresentou CIM 21024 frente as mesmas linhagens testada.

Tabela 2: Resultado da Concentragdo Inibitoria Minima (CIM)

BACTERIA CIM

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

Os resultados da atividade moduladora a antibiotico do extrato etanélico do estigma de
Zea Mays L. contidos no grafico 1 demostraram a acdo modulatoria do teste a Amicacina
frente a Escherichia coli, nele pode-se perceber que houve efeito sinérgico em todos o0s
testes, tanto quando a modulacédo foi realizada somente com o produto e antibidtico frente a
Escherichia coli, quando foram expostos a luzes de LED Azul, amarelo e vermelho. Exceto
quando foi modulado com Amicacina + produto + LED Azul e Amicacina + LED amarelo.
No entanto esses resultados apresentaram valores estatisticamente ndo significantes p>0.05.
Esses resultados contrariam os estudos de Oliveira (2017) que realizou modulagéo em placa
de microdiluicdo e nele houve antagonismo quando o extrato de Zea mays L. foi modulado
com Amicacina frente a mesma cepa testada.

Quando o produto foi modulado a linhagem de Staphylococcus aureus houve
sinergismo em todos os testes, exceto para a modulacdo de Amicacina + LED amarelo +
produto e Amicacina + LED amarelo apresentou resultado estatisticamente ndo significante
em relagdo ao controle. J& a modulagdo da Amicacina + LED azul + produto e Amicacina +
LED vermelho + produto apresentaram efeito sinérgico estatisticamente significante com
p<0,001 em relacéo ao controle. Esses resultados demosntraran contrarios aos estudos de leite
(2017) nele houve resultados sinérgico frente a todas as linhagem testada com significancia
com p>0.05. Isso pode ser explicado pela presenca e ou concentracdo de metabdlitos

secundarios que podem variar em sua concentracao de acordo com dia e horario da coleta.
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Gréfico 1: Resultados da modulagdo do Extrato Etandlico de Zea mays L . (EEZM).
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O gréfico 2, apresenta a acdo modulatoria do extrato etandlico do estigma de Zea mays
L. onde o resultado demostrou que a Gentamicina houve sinergismo em todos, com
resultado estatisticamente relevante nos dois antibidticos, frente a Escherichia coli ndo foi
estatisticamente significante com p>0,05, mais quando testou frente a Staphylococcus aureus
todos foram estatisticamente significante com p<0.001.

A possivel acdo sinérgica evidenciada em todos os estudo quando o produto foi
testado frente a Staphylococcus aureus pode ser explicada pela razdo de Staphylococcus
aureus ser um tipo de bactéria classificada como Gram positivas 0 que confere a elas maior
facilidade pra acdo antibiotica, e maior facilidade de serem destruidas, j& as gram negativa
contem uma camada fina de peptidoglicano em comparacdo as bactérias Gram-positiva, 0
conteddo lipidico e a complexidade quimica da parede celular das bactérias Gram-negativas

sdo significativamente maior que nas Gram-positivas (RODRIGUES et al., 2012).

4.0 CONCLUSAO

Conclui-se que o extrato etanolico do estigma de Zea mays L. modulado a luz de LED
apresenta efeito sinérgicos em todas as cepas testadas, no entanto somente a linhagem Gram +
Staphylococcus aureus teve efeito sinérgico a maioria apresentou resultados estatisticamente
relevante com p<0,001. Com tudo isso novos estudos devem ser realizados afim de isolar os
compostos do estigma de Zea mays L. e tentar criar novas alternativas para o tratamento de

patologias causadas por microrganismos multirresistentes
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