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PERFIL QUIMICO, ESTUDO ANTIBACTERIANO E TOXICOLOGICO DO
EXTRATO ETANOLICO DAS FOLHAS DE Asparagus setaceus (Kunth)

José Walber Gongalves Castro'; Dra. Fabiola Fernandes Galvio Rodrigues?
RESUMO

Este trabalho tem como objetivo obter o perfil quimico e verificar as atividades bioldgicas do
extrato etandlico das folhas de Asparagus setaceus (Kunth). O extrato foi obtido com o uso de
etanol a frio e as classes de metabdlitos secundarios foram identificadas com reagentes
especificos. Os ensaios antibacterianos foram realizados usando o método de microdiluicdo
frente as bactérias padrdo, sendo trés Gram +: Sthaphylococcus aureus, Streptococcus mutans
e Bacillus cereus e trés Gram -: Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa e Klebsiella
pneumoneae. Houve modulacdo da resisténcia aos antibidticos aminoglicosideos e beta-
lactdmicos. A solugédo teste teve sua concentragdo variando de 512 a 0,5 pg/ mL, na
microdiluicdo e modulacdo. A toxicidade foi testada contra 0 microcrustaceo Artemia salina
(Leach) nas concentracdes de 10, 25, 50, 100, 250 e 500 pg/ mL. Os resultados tabulados
foram analisados pelo ANOVA bidirecional, através da analise da variancia e teste de Tukey.
O extrato etandlico de Asparagus setaceus (EEAS) indicou a presenca de: fendis, taninos
condensados, antocianinas, antocianidinas, flavonas, flavondis, xantonas, chalconas, auronas,
flavonondis, catequinas, leucoantocianidinas, flavonas e saponinas. O EEAS apresentou CLso
de 90,22 pg/ mL. No ensaio de microdiluicdo o extrato etandlico mostrou inibicdo de cepas
padrdo de bactérias Gram + e Gram -, porém nas cepas multirresistentes apresentou
concentracdo acima de 1024 pg/ mL. Para a modulagdo da acdo antibiotica frente as cepas
bacterianas 0 EEAS apresentou tanto acao sinérgica quanto antagénica, sendo a ac¢do sinérgica
mais expressiva sobre benzilpenicilina, amicacina e gentamicina frente Escherichia coli 27.
Todos os antibioticos aminoglicosideos apresentam atividade sinérgica sobre todas as
bactérias testadas. Diante disso, conclui-se que as folhas Asparagus setaceus (Kunth) dispde
de propriedades quimicas e biol6gicas que podem contribuir na elaboracdo de recursos
terapéuticos contra processo inflamatério e infeccioso bacteriano.

Palavras chave: Asparagus setaceus. Ensaio antibacteriano. Metabdlitos secundarios.
Modulacdo. Toxicidade.
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2- Docente do curso de Biomedicina do Centro Universitario Doutor Ledo Sampaio-UNILEAO,
fabiola@leaosampaio.edu.br, Juazeiro do Norte- CE



CHEMICAL PROFILE, ANTIBACTERIAL AND TOXICOLOGICAL STUDY OF
THE ETHANOLIC EXTRACT OF THE LEAVES OF Asparagus setaceus (Kunth)

ABSTRACT

This work aims to obtain the chemical profile and to verify the biological activities of the
ethanolic extract of the leaves of Asparagus setaceus (Kunth). The extract was obtained with
the use of cold ethanol and the classes of secondary metabolites were identified with specific
reagents. The antibacterial assays were performed using the microdilution method against
standard bacteria, three Gram +: Sthaphylococcus aureus, Streptococcus mutans and Bacillus
cereus and three Gram -: Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa and Klebsiella
pneumoneae. There was modulation of resistance to aminoglycoside and beta-lactam
antibiotics. The test solution had its concentration ranging from 512 to 0.5 pg / mL in the
microdilution and modulation. The toxicity was tested against the microcrustaceos Artemia
salina (Leach) at the concentrations of 10, 25, 50, 100, 250 and 500 pg / mL. The tabulated
results were analyzed by bidirectional ANOVA, through analysis of variance and Tukey's test.
The ethanolic extract of Asparagus setaceus (EEAS) indicated the presence of: phenols,
condensed tannins, anthocyanins, anthocyanins, flavones, flavonols, xanthones, chalcones,
aurones, flavononols, catechins, leucoanthocyanidins, flavones and saponins. The EEAS
presented CLsg of 90.22 pg / mL. In the microdilution assay the ethanolic extract showed
inhibition of standard strains of Gram + and Gram - bacteria, but in the multiresistant strains
presented concentration above 1024 pg / mL. For the modulation of the antibiotic action
against the bacterial strains the EEAS presented both synergistic and antagonistic action, the
most significant synergistic action being on benzylpenicillin, amikacin and gentamicin against
Escherichia coli 27. All aminoglycoside antibiotics have synergistic activity on all the
bacteria tested. Thus, it is concluded that the leaves Asparagus setaceus (Kunth) has chemical
and biological properties that may contribute to the elaboration of therapeutic resources
against inflammatory and infectious bacterial processes.

Key words: Asparagus setaceus. Antibacterial assay. Secondary metabolites. Modulation.
Toxicity.



1 INTRODUCAO

Desde a antiguidade as populacdes fazem uso das plantas no interesse de tratar ou
curar enfermidades. Portanto, a utilizacdo desses vegetais na atencdo basica de satde além de
antiga esta relacionada com a propria evolucdo do homem, que encontrava na natureza o
unico recurso de sobrevivéncia. Os mitos, supersticGes ou proprias comprovagoes cientificas
fortalecem o uso de plantas medicinais como fonte terapéutica (IBIAPINA et al., 2014).

A fitoterapia trata-se do estudo de plantas medicinais com propriedades curativas ou
remediativas que fazem parte da pratica da medicina popular. Esta préatica esta associada ao
conjunto de saberes difundido por diversos usuarios e praticantes. O uso dessas plantas
medicinais pela populacdo é bastante comum passando a compor indmeras vezes 0 Unico
artificio da atencdo basica de saude (ALVES; POVH, 2013; BRUNING; MOSEHUI;
VIANA, 2012; CRUZ, 2017).

A escolha por fitoterapicos em detrimento de medicamentos sintéticos deve-se
principalmente a composicdo desses produtos vegetais. Os inimeros metabolicos secundarios
tém a funcdo de inibir ou retardar os processos bioquimicos dos microrganismos contribuindo
diretamente no organismo humano. As propriedades antimicrobianas que compdem extratos e
6leos essenciais de plantas se tornaram principais pautas de estudo, pois possuem compostos
que podem ser a base de antibidticos mais especificos e menos nocivos (CARVALHO et al.,
2017).

Essas caracteristicas sdo observadas em plantas da familia Asparagaceae como é o
caso do Asparagus setaceus, popularmente conhecido como melindro. As espécies desta
familia possui composicdo quimica caracterizada por compostos fenolicos, terpenos e acido
ascorbico justificando assim o poder antioxidante. A acdo antimicrobiana dar-se pela presenca
de compostos lipofilicos de alta solubilidade, pois estes possuem a¢fes degenerativas sobre as
membranas dos microrganismos (HESHAM et al., 2012).

E crescente o nimero de microrganismos resistente aos antibiGticos convencionais.
Quando ocorre esse tipo de evento necessita-se da juncdo de dois ou mais antibiéticos para
obtermos o que chamamos de efeito sinérgico. Frequentemente, esse efeito sinérgico ocorre
através da modulacdo fitoterapica, tornando o composto natural um método de baixo custo e
com evoluida comprovacéo cientifica. (COSTA et al., 2017).

A utilizacdo da fonte natural no processo de limitacdo da resisténcia a antimicrobianos
€ uma caracteristica bastante evidente, uma vez que moléculas bioativas fitoterapicas podem

atuar de forma sinérgica com farmacos potencializando assim o efeito medicamentoso desses.



Além disso, 0s compostos vegetais apresentam baixo custo frente aos medicamentos
industrializados e é crescente comprovacdo cientifica da acao terapéutica. Assim sendo, deve-
se considerar tal recurso de origem popular natural na préatica cotidiana, como forte atributo
para mediar o processo saude-doenca. Portanto, esse estudo teve como objetivo obter o perfil
quimico, estudo antibacteriano e toxicolégico do extrato etandlico das folhas de Asparagus

setaceus (Kunth).

2 MATERIAL E METODOS

2.1 TIPO E LOCAL DE ESTUDO

Esta pesquisa trata-se de um estudo experimental, que inclui uma pré-tese para testar
uma hipdtese. Os resultados encontrados contribuirdo no aprimoramento de novas técnicas
cientificas que também terdo finalidade de descobrir algo inexplorado, variaveis contidas
neste estudo serdo manipuladas a fim de permitir o efeito e a causas de um determinado
evento (DODT et al.,, 2015). Os experimentos foram realizados nos laboratérios de
Microbiologia e Bromatologia do Centro Universitario Doutor Ledo Sampaio-UNILEAO,
Campus Salde e no Laboratorio de Pesquisa de Produtos Naturais-LPPN da Universidade
Regional do Cariri-URCA, Campus Pimenta.

2.2 MATERIAL VEGETAL

As folhas de A. setaceus (Kunth) foram coletadas em cultivo préprio no més de julho
no bairro Sdo Miguel, Rua Job Lobo-Santa Luzia, N° 86, Crato - CE, 63122-055, com
coordenadas de latitude: 7° 13’ 44,049 S, longitude: 39° 23’ 38,438” W e altitude: 400. Uma
exsicata foi encaminhada para o Herbario Prisco Bezerra da Universidade Federal do Ceara
(UFC).

2.3 PREPARACAO DO EXTRATO

As folhas (122, 8 g) de A. setaceus (Kunth) foram secas a temperatura ambiente e
submetidas a extracdo durante 72 horas. O etanol foi escolhido como solvente extrator, de

acordo com Simdes et al. (2010). Apos esse periodo a mistura foi submetido a filtracdo para



retirada das impurezas, a destilacdo do solvente ocorreu em evaporador rotativo sob presséo

reduzida a temperatura controlada entre 30-40 °C, tendo rendimento de 1,66% (V/v).

2.3.1 Prospeccdo quimica

A prospeccao quimica foi realizada de acordo com a metodologia de Matos (2009) e
Sim0es et al. (2010) com o intuito de identificar as classes de metabolitos presentes. Esse
teste baseia-se na observacdo visual, intensificacdo da cor ou formacgdo de precipitado apds
adicdo de reagentes especificos nas solu¢Bes das amostras.

2.4 AVALIACAO DA ATIVIDADE TOXICOLOGICA

A toxicidade foi testada contra o microcrustaceo Artemia salina (Leach). O teste foi
realizado em triplicata, com as concentragcbes de 10, 25, 50, 100, 250 e 500 pg/mL,
acompanhado de controle positivo preparado com dicromato de potassio (K2Cr.07), e
controle negativo com agua marinha. Apos 24 h foi feita a leitura de larvas sobreviventes. O
calculo da CLso foi realizado por regressdo linear, sendo considerado significativo quando
CLso < 1000 pg/mL (MEYER et al., 1982; HIROTA et al., 2012)

2.5 AVALIACAO ANTIBACTERIANA E CONCENTRACAO INIBITORIA MINIMA
(CIM)

A atividade antibacteriana foi avaliada pelo método de microdiluicdo com base no
CLSI (2012). Foram utilizadas bactérias padrdo, sendo trés Gram (+): Bacillus cereus ATCC
33018, Streptococcus mutans ATCC 00446 e Staphylococcus aureus ATCC 6538 e trés Gram
(-): Escherichia coli ATCC 25922, Pseudomonas aeruginosa ATCC 15442 e Klebsiella
pneumoniae ATCC 10031. Todas as linhagens foram concedidas pelo Laboratorio de
Pesquisa de Produtos Naturais-LPPN da Universidade Regional do Cariri-URCA.

Inicialmente foi preparada uma solugdo mae contendo 10 mg do extrato etandlico
dissolvidos em 1 mL de DMSO e 9 mL de &gua destilada, obtendo esta solucdo a
concentragéo de 1024 pg/ mL.

As linhagens bacterianas foram ativadas em meio Brain Heart Infusion Broth (BHI 3,8
%) e mantidas na estufa por 24 h. Apds o primeiro cultivo o inoculo foi padronizado a partir

da concentracio de aproximadamente de 1 x 10® UFC/mL (turbidez de 0,5 da escala de



McFarland). Em seguida, esta suspensdo foi diluida em caldo BHI a 10 % e volumes de 100
uL foram adicionados e homogeneizados nos pocos de uma placa de microdiluicdo acrescido
do produto vegetal com concentragdo inicial de 1024 ug/ mL. Foram realizadas dilui¢ces
seriadas e as concentragdes variando de 512 a 0,5 ug/ mL. As placas foram incubadas a 37°C
por 24 h. Os experimentos foram realizados em triplicata.

A atividade antibacteriana foi detectada atraves do método colorimétrico utilizando 25
uL de resazurina sodica (0,01%) apds o periodo de incubagdo. O ultimo pogo da placa de
microdiluicdo continha apenas os inoculos bacterianos, portanto tratava se do controle
positivo. A concentragdo inibitéria minima (CIM) foi determinada como a menor

concentracdo do extrato capaz de inibir o crescimento bacteriano.

2.6 AVALIACAO DA ATIVIDADE MODULADORA

O teste de modulacdo foi realizado na presenca e na auséncia do composto natural
através de microdiluicdo em triplicata. Para avaliar a atividade moduladora foi utilizada a
CIM, do extrato etanolico frente aos antibioticos da classe aminoglicosideos (gentamicina e
amicacina), beta-lactamicos (benzilpenicilina e Cefalotina).

A quantidade do extrato etandlico foi calculada pela concentracdo sub inibitéria
(MIC/8). Os indculos bacterianos em BHI a 10 % associados ao extrato foram distribuidos na
microplaca seguido da microdiluicdo de 100 pL das solucBes de antibioticos (1024 ug/ mL).
Houve a realizacdo de seguidas diluicdes obtendo as concentragbes do antibidtico que
variaram de 512 a 0,5 pg/ mL.

O teste foi monitorado com um controle de inibicdo contendo apenas os antibidticos e
0s microrganismos. As placas microdiluidas foram incubadas a 37 °C por 24 h e a leitura foi
procedida com auxilio resazurina sédica como descrito anteriormente (COUTINHO et al.,
2008).

2.7 ANALISES ESTATISTICAS

Os resultados da avaliacdo da atividade toxicologica foram tabulados através do
modelo de regressdo linear e teste de Tukey por comparacdo multipla. Os testes
microbiol6gicos foram analisados pelo ANOVA bidirecional seguida pelo teste de Bonferroni
utilizando software GranphPad Prism 6.0. Os resultados em p< 0.05 foram considerados

estatisticamente significativos.
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 PROSPECCAO QUIMICA

A utilizag8o dos fitoterapicos como riqueza natural vem contribuindo constantemente
para o0 aprimoramento de novas técnicas terapéuticas devido aos seus metabdlitos secundarios.
Esses sdo conhecidos por contribuirem diretamente ou indiretamente no organismo humano,
podendo inibir ou antagonizar importantes alvos moleculares e celulares nos microrganismos
(ARAUJO et al., 2012; LACERDA et al., 2016).

A prospec¢do quimica do extrato etandlico de A. setaceus (EEAS) indicou a presenca
de fendis (taninos condensados) e flavondides (antocianinas, antocianidinas, flavonas,
flavonois; xantonas, chalconas, auronas e flavononois). Os flavondides que apresentaram
menor intensidade da cor e formagdo do precipitado foram: catequinas; leucoantocianidinas e

flavonas (Tabela 1).

Tabela 1. Resultado da Prospeccao fitoquimica do Extrato Etandlico das folhas de Asparagus
setaceus (EEAS).

Classe de metabolitos secundarios

1123|456 |78 ]9 101112 13|14 |15 16

EEAS | + | - | + | + | + |+ |+ |+ |+ | + | + |+ |+ | + |+ |+

Fonte: propria do autor. 1: Fendis; 2: Taninos hidrolisaveis; 3: Taninos condensados; 4: Antocianinas; 5:
Antocianidinas; 6: Flavonas; 7: Flavondis; 8: Xantonas; 9: Chalconas; 10: Auronas; 11: Flavonondis; 13:

Catequinas; 14: Leucoantocianidinas; 15: Flavonas; 16: Saponinas. (+) presente; (-) ausente.

O extrato etandlico de A. setaceus apresentou uma diversidade de metabdlitos
secundarios como os compostos fendlicos, por exemplo, sdo responsaveis por protegerem 0s
vegetais do ataque de bactérias por se ligarem a determinadas proteinas antimicrobianas
levando a reducdo de solubilidades das mesmas. Os estudos de Nindo et al. (2003) relataram
que os Aspargos sdo espécies ricas em compostos quimicos principalmente em compostos
fendlicos e flavondides (como rutina) tornado os alimentos um dos mais consumidos por
atuarem na regulacédo de disturbios gastricos .

Outros fenbis como taninos condensados sdo responsaveis por caracterizar 0S

alimentos com sabor amargo e odor forte, esses caracteristicas sensoriais também foram
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observados na espécie do presente estudo. A pesquisa de Lima et al. (2018) ressalva a
importancia dos taninos presente nas folhas de plantas ornamentais quando exclama que esses
possuem papel importante na prote¢do contra os microrganismos (incluindo fungos), alem de
interferirem no processo simbiGtico e possuirem grande relevancia em atividades
farmacoldgicas.

Os flavondides sdo compostos vegetais que possuem elevado poder antioxidante capaz
de interagir com os radicais livres reduzindo o envelhecimento das células, possui ainda
funcdo analgésica, vasodilatadora e anti-inflamatéria. Estudos realizados por Cabral; Pita;
Salgueiro. (2014) caracteriza a familia Asparagaceae com alto teor de flavonoides e
antocianinas o que confere a esta familia a atividade cardiotdnica, portanto este estudo
corrobora com achados destes metabdlicos na espécie.

As especies deste género sdo largamente utilizadas por conterem também saponinas.
Hesham et al. (2012) Zhong et al. (2015) atribuem o género a presencga saponinas triterpénicas
que sdo compostos lipofilicos com funcdo de solubilidade elevada, tendo acdo sobre
membranas celulares, desorganizando-as. Além de poderem agregar as proteinas,
carboidratos, complexos vitaminicos e aminoacidos atribuindo as espécies acgdes: anti-
inflamatoria, diurética, vasodilatadora, analgésica e de controle da permeabilidade celular.

Testes experimentais descritos por Assis; Souza; Rocha (2014) mostram que o
aumento da clorofila presentes no cha verde de Camellia sinensis é diretamente proporcional
a quantidade de polifendis, que entre eles estdo as catequinas responsaveis pela melhora do
estado imunoldgico. Em contrapartida esse estudo apontou que as catequinas e as
leucoantocianidinas (auxilia no tonus e resisténcia capilares) estdo em menor quantidade na

espécie mesmo a planta e seu extrato etandlico apresentando intensa coloracao verde.

3.2 ATIVIDADE TOXICOLOGICA

Além das plantas serem popularmente conhecidas como terapéuticas, frequentemente
podem possuir caracteristicas toxicas que somente sao descobertas no momento da busca por
propriedades farmacoldgicas. Segundo Campos et al. (2016) a toxicidade de um a espécie
vegetal pode estar relacionada a determinados metabdlicos secundarios assim como motivos
associados ao individuo humano, ao modo de cultivo, uso da planta e fatores ambientais.

O extrato da espécie de A. setaceus apresentou uma CLso de 90,22 ug/ mL. Nos
estudos paliativos de Fajardo; Barreraa; Osorio (2011) com Sansevieria trifasciata (Prain)

planta também pertencente a familia Asparagaceae, o0 extrato etanolico total apresentou
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concentracdo letal média de 146,41 ug / mL frente Artemia salina, 0 mesmo n&o demonstrou
atividade citotoxica contra células Vero ou células de mieloma de camundongo antitumorais.
Segundo Santos; Fukushima; Favero (2015) um percentual de 60% das intoxicacfes
no Brasil ocorrem por plantas e cerca de 50% destas ocorrem por espécies de caracteristicas
ornamentais. No levantamento do estudo sobre as principais plantas e respectivas familias
com toxicidade reconhecida encontraram a familia Asparagaceae tendo como representante
Dracaena sp e Sansevieria trifasciata. Alguns sinais de intoxicacdo relatados apareceram
apos a ingestdo direta ou exsudatos, corroborando assim com o presente estudo por se tratar

de uma planta ornamental com exsudato viscoso pertencente a mesma familia.

3.3 ENSAIOS ANTIBACTERIANOS

Atualmente, a populagdo tem questionado o uso indiscriminado de medicamentos
sintéticos, procurando alternativas nos fitoterapicos, devido: a melhor qualidade de vida
adquirida por meio do uso desses métodos naturais e saudaveis, baixo custo frente aos
medicamentos industrializados e a crescente comprovacgdo antimicrobiana da acao terapéutica.
(BRUNING; MOSEHUI; VIANA, 2012; PERNA; FERREIRA, 2014).

Os resultados contra as bactérias Gram positivas e Gram negativas mostrou que o
extrato tem efeito inibitorio. Para as bactérias Gram negativas linhagem padrdo obteve se um
CIM 512 pg/ mL, enquanto as bactérias Gram positivas linhagem padrdo apresentou uma
CIM que variaram entre 512 e 256 ug/ mL a depender da espécie bacteriana avaliada. Em

contrapartida as bactérias multirresistentes apresentaram uma CIM > 1024 pg/ mL (Tabela 2).

Tabela 2. Concentracdo inibitoria minima do EEAS frente as cepas bacterianas Gram

negativas e Gram positivas.

EEAS
BACTERIAS CIM (ug/mL)
Pseudomonas aeruginosa ATCC 15442 512
Escherichia coli ATCC 25922 512
Klebsiella pneumoniae ATCC 10031 512
Bacillus cereus ATCC 33018 256
Streptococcus mutans ATCC 00446 256
Staphylococcus aureus ATCC 6538 512
Escherichia coli 27 multirresistente > 1024
Staphylococcus aureus 358 multirresistente > 1024

Fonte: propria do autor
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O produto vegetal mostrou maior efetividade frente as bactérias Gram positivas, o que
vai de acordo com a literatura como Lima et al. (2016) e Tian et al. (2009) que confirma haver
maior susceptibilidade dessas bactérias aos extratos naturais. Ja as bactérias Gram negativas
possuem na morfologia a parede celular recoberta pela camada de lipopolissacarideos o que
limita assim a entrada de alguns compostos, portanto a acdo do produto é reduzida.

Quanto as bactérias multirressistentes como o0 caso Escherichia coli 27 e
Staphylococcus aureus 358 mostrou-se uma concentracdo inibitoria maior que 1024 pg/ mL
(Tabela 2). De acordo com Moura et al. (2017) e Houghton et al. (2007) nesta concentracéo o
extrato ndo mostra nivel clinico confiavel, ou seja, ndo interfere relevantemente na atividade
bioldgica, sendo necessario grandes quantidade do extrato para este atingir niveis plasmaticos.

Jodo (2015) corrobora com resultado dessa pesquisa ao avaliar a atividade
antimicrobiana de duas espécies do género Asparus ndo encontrando atividade clinica
confidvel contra a Staphylococcus aureus, sendo que o produto avaliado apresentava efeito
quando utilizado uma concentracdo acima de 200 pug/ mL (maior concentracdo). Além disso,
justificou esse resultado devido a linhagem bacteriana se tratar de um dos principais
microrganismos causadores de infec¢do hospitalar e produzir inimeros fatores de resisténcia
(bomba de efluxo, inativagéo enzimatica e alteragdo do sitio de ligacéo).

O estudo de Batista et al. (2018) evidenciou a incidéncia de Bacillus cereus que pode
estar associada a intoxicacdo alimentar pela producdo de enterotoxina e hemolisinas, sendo
alternativa de controle a utilizacdo de produtos naturais que inibam o crescimento exponencial
da bactéria. A presente pesquisa esta de acordo com essa afirmacéo ja que o extrato bruto foi
capaz de inibir o crescimento do microrganismo em concentracéo de 256 pg/ mL.

Essa mesma concentracdo também foi observada quando o EEAS foi utilizado frente
Streptococcus mutans (Tabela 2). Nos ensaios de Ferreira (2017), onde foram utilizadas trés
espécies do género de Dracaena pertencente a familia Asparagaceae, foi possivel verificar
que algumas plantas que compdem a familia possuem resina com capacidade de interagir com
membranas dos microrganismos obtendo a a¢do antimicrobiana e citotdxica, em especial das
bactérias Gram positivas.

E possivel observar que hé trabalhos relacionados sobre a atividade antibacteriana de
espécies da familia Asparagaceae que sdo em partes divergentes com esse estudo. Os testes de
Bozorgi et al. (2017) utilizando a Drimia maritima Stearn (Asparagaceae) exibiram atividade
antibacteriana elevada contra cepas de Staphylococcus aureus multiressistenre, Bacillus
megaterium e Neisseria gonorrhoeae. Como visto no presente estudo a concentracdo

inibitéria minima menos significativa foi frente as bactérias multiressistentes.
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3.4 ATIVIDADE MODULADORA

A busca por produtos naturais com propriedades moduladoras tem se intensificado,
devido os compostos naturais poderem interagir com os farmacos alterando a permeabilidade
das membranas e potencializando o influxo da droga. Ao utilizar esses produtos com efeitos
sinérgicos consideraveis aumenta-se 0 campo de atuacdo do medicamento enquanto diminui a
resisténcia microbiana.

Para a modulacdo da acdo antibidtica frente as cepas bacterianas o EEAS apresentou
tanto acdo sinérgica quanto antagdnica conforme observadas nas Figuras 1 e 2. O extrato
exerceu acao sinérgica mais expressiva sobre benzilpenicilina, amicacina e gentamicina frente

Escherichia coli 27 com a diminuicdo da CIM de 512 pug/ mL para 64 pg/ mL.

Figura 1. Resultado do potencial modulador do EEAS na atividade antibidtica de beta
lactamicos frente as cepas de E.coli ATCC 25922; S.aureus ATCC 6538; E. coli 27

(multirresistente) e S. aureus 358 (multirresistente).

15001

i
o
o
o

Benzilpenicilina

Benzilpenicilina + EEAS

CIM (@g/mL)

Cefalotina

BOEL

Cefalotina + EEAS

Fonte: propria do autor. ANOVA bidirecional seguida pelo pos-teste de Bonferroni, usando o software
GraphPad Prism 6.0. * p <0,0001; **p <0,0005

Figura 2. Resultado do potencial modulador do EEAS na atividade antibidtica de
aminoglicosideos frente as cepas de E.coli ATCC 25922; S.aureus ATCC 6538; E. coli 27

(multirresistente) e S. aureus 358 (multirresistente).
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Fonte: propria do autor. ANOVA bidirecional seguida pelo pés-teste de Bonferroni, usando o software
GraphPad Prism 6.0. * p <0,0001; **p <0,0005

Para Escherichia coli padréo o sinergismo foi observado sobre a cefalotina diminuindo
a CIM de 1024 pg/ mL para 512 pug/ mL, gentamicina com a diminui¢do da CIM de 1024 g/
mL para 512 pug/ mL e amicacina com a reducgéo de 512 pg/ mL para 128 pg/ mL, quanto a
benzilpenicilina o extrato ndo alterou a CIM permanecendo com 512 pg/ mL.

Frente a Staphylococcus aureus padrdo o EEAS reduziu a CIM: da amicacina de 512
pg/ mL para 128 pg/ mL, cefalotina de 1024 pg/ mL para 512 pg/ mL e da gentamicina de
1024 pg/ mL para 128 pg/ mL sendo a reducdo mais significativa estatisticamente. Quanto a
benzilpenicilina a CIM se manteve em 1024 pg/ mL.

Ainda relacionado a mesma bactéria, porém a cepa multirresistente houve
potencializacdo antibidtica sobre amicacina reduzindo a CIM de 512 pg/ mL para 64 pg/ mL,
bem como sobre a gentamicina com reducdo de 1024 pg/ mL para 128 pg/ mL. Foi
observado efeito antag6nico pouco expressivo frente a cefalotina aumentando a CIM de 4 g/
mL para 8 pg/ mL.

Como observado na Figura 2 todos os antibidticos da classe de aminoglicosideos
obtiveram a atividade sinérgica sobre todas as bactérias testadas sendo estas Gram positivas
ou negativas pertencentes a linhagem padrdo ou multirresistente. Essa caracteristica ndo pode
ser observada nos antibidticos beta lactdmicos ja que estes ndo conseguiram inibir
sinergicamente todas as bactérias, apenas a cefalotina as duas bactérias pertencentes a
linhagem padrdo e a benzilpenicilina inibiu  Escherichia coli Multirresistente 27 e

Staphylococcus Aureus Multirresistente 358.
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Os beta- lactamicos sdo uma classe de antibidticos comumente utilizado devido sua
tolerancia pelo organismo, mas o uso inadequado desta classe gera mecanismos de resisténcia,
um dos mais utilizados pelas bactérias é a producdo de enzimas de inativacdo denominadas de
beta-lactamases. Segundo Ribeiro (2018) uma alternativa de ultrapassar essa barreira de
resisténcia é a combinacao dessas drogas aos produtos naturais.

Caracterizando os aminoglicosideos, Brasil (2010) exclama que sdo antibiéticos com
forte poder de penetracdo e podem possuir acdo mais imediata por interferirem na sintese
proteica, em especial a amicacina e gentamicina apresentando maior atividade contra cepas
multirresistentes da familia Enterobactereaceae.

Os aminoglicosideos sdo antibidticos que apresentam toxicidade celular bastante
importante podendo esses provocar nefrotoxicidade e até bloqueio muscular. Segundo Nonato
(2018) esses efeitos toxicos podem ser resolvidos com a combinacédo de classes antibioticas
com produtos naturais, isso levara a diminuicdo da dose terapéutica eficaz a partir da reducéo
expressiva da concentragdo inibitoria minima.

Os ensaios antimicrobianos realizados por Figueredo et al. (2013) mostraram boa
atividade sinérgica ao associar o extrato etandlico de Anadenanthera macrocarpa frentes as
bactérias Escherichia coli e Staphylococcus aureus multirresistentes, onde o extrato foi
responsavel por reduzir MIC’s de todos antibioticos aminoglicosideos testados, portanto
corroborando com o presente estudo.

Segundo estudos de Pindel (2017) a familia Asparagaceae possui capacidade de
alteracdo morfogenetica de alguns microrganismos sejam eles padrdo ou multirresistente, essa
modificagcdo genética estd relacionada a inimeros fatores como clima, sazonalidade ou até
mesmo 0 microrganismo testado, essas condi¢es podem ser responsaveis por reduzir ou
antagonizar o potencial de algumas espécies, o0 que reforca o resultado antagénico observado
pela benzilpenicilina na Figura 1.

O antagonismo da cefalotina frente Staphylococcus aureus 358 observado na Figura 1,
deve-se principalmente a resisténcia mdultipla da cepa, responsavel por limitar opcGes
terapéuticas e prolongar o tratamento de algumas infecGes. Conforme Lima et al. (2015) a
maioria das cepas de S. aureus possuem a capacidade de adquirirem plasmideos que
codificam penicilinases e inativam o antibidtico por hidrolise do anel betalactamico mesmo
estando em associacdo a um agente modulador.

O sinergismo ocorre quando um antibidtico tem seu efeito aumentado em conjunto
com outra substancia, essa situacdo pode ser justificada pelo aumento da permeabilidade

bacteriana o que facilita a entrada do antibidtico. Os aminoglicosideos apresentaram efeito
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sinérgico quando testados frente as cepas de Escherichia coli (Figura 2), corroborando com
esses dados Souza et al. (2016) verificou que o extrato hexanico de Melissa officinallis
apresentou efeito sinérgico quando testado frente amicacina e gentamicina.

As analises de Tintino et al. (2013) sobre a atividade moduladora do extrato etanolico
de Costus cf. arabicus expressaram que frente S. aureus 358 foi verificada a redugdo da
concentracdo inibitoria minima de duas a seis vezes em relagdo ao controle com o antibi6tico

aminoglicosideo sozinho, portanto houve um sinergismo como observado na figura 2.

4 CONCLUSAO

Os resultados obtidos neste trabalho demonstraram que o extrato etanolico das folhas
de Asparagus setaceus (Kunth) apresentou uma variedade de compostos quimicos
secundarios que podem ser responsaveis por suas propriedades farmacologicas in vitro. Além
disso o extrato mostrou-se como promissora alternativa a ser tomada na terapia antibacteriana
combinada a antibidticos, ja que o mesmo apresentou apenas um efeito antagénico, indicando
que a planta possui um potencial para ser utilizada como alternativa no tratamento contra
bactérias resistentes.

O produto vegetal apresentou CLso 90,22 nug/ mL, que pode ser justificada pela
variedade de metabdlicos assim como pela forma de cultivo e condigdes experimentais para
utilizacdo das folhas da planta, sendo necessario estudos mais aprofundados para verificacéo
da citotoxicidade da espécie. Portanto os dados ressaltam a necessidade de estudos que
quantifiguem os compostos da espécie para melhor relatar e interpretar suas atividades

bioldgicas.
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