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PERFIL QUIMICO, CITOTOXIDADE, CITOPROTECAO, ACAO
ANTIBACTERIANA E MODULADORA DO EXTRATO ETANOLICO DAS FOLHAS
SECAS DE Turnera subulata (Charles Plumier).

Breno Lucca Sobreira Pinhot; José Walber Goncalves Castro?
RESUMO

O presente trabalho teve como objetivo realizar a analise do perfil quimico e atividades
bioldgicas do extrato etandlico das folhas de Turnera subulata (Charles Plumier). O extrato
etandlico obtido foi submetido as analises que qualificardo os parametros a respeito da
composic¢do fitoquimica desta espécie e seus efeitos moduladores. Suas folhas serdo colhidas
na zona rural da cidade de Acopiara- CE e direcionadas para o municipio de Juazeiro do Norte-
CE para as devidas avaliacGes sejam realizadas. O apanhado etandlico sera produzido por meio
de técnicas de trituracdo, com posterior dissolucdo e passara por processos de filtragem para ser
analisado o perfil quimico, em especial 0os seus compostos secundarios e as atividades
biologicas. Na prospecgéo fitoquimica o extrato etandlico das folhas secas de Turnera subulata
(EETS) evidenciou a presenga de principios ativos como os flavonoides (antocianinas,
antocianidinas, flavondis; xantonas, chalconas, auronas, flavonondis e leucoantocianidinas),
Fendis (taninos catequicos). No presente estudo evidencias uma grande capacidade hemolitica
do extrato e apresentou uma apresentou uma CL 50 de 250 ug/ mL, o que pode ser explicado
pelo transito que ocorre devido a interacdo do EETS com a difusdo e regulacéo do transporte
através da membrana dos eritrocitos. Apartir das analises realizadas o EETS se manifestou com
uma concentragdo inibitoria minima de 1024 pug/ mL e efeito modulador frente a antibidticos
da classe dos aminoglicosideos nas cepas bacterianas Pseudomonas aerugniosa ATCC 15442,
Staphylococcus aureus 10 (multirresistente), Klebsiela pneumoneae (multirresistente) e a Beta-
Lactamicos frente as cepas Pseudomonas aerugniosa ATCC 15442, Staphylococcus aureus 10
(multirresistente), Klebsiela pneumoneae (multirresistente) e Escherichia coli ATCC 25922.
Neste estudo, concluiu-se que os parametros quimicos e bioldgicos do extrato estudado,
evidenciou-se com atividade antimcrobiana na concentracdo de 1024 pg/ mL e moduladora
frente as cepas supracitadas com acéo sinergica em soma benzilpenicilina frente a Pseudomonas
aeruginosa, diminuindo a CIM de 512 pg/ mL para 32 pug/ mL e o perfil quimico condizente
com a atividade moduladora, visto a analise qualitativa da presenca de compostos como
Terpenos e Flavondides, justificando a atividade antimicrobiana, bem como a atividade
citotoxica apresentou uma apresentou uma CL 50 de 250 ug/ mL, que o extrato possui alta
atividade microbioldgica e celular.

Palavras-chave: Antibacteriano. Atividade toxicologica. Modulacdo. Resisténcia. Turnera
subulata.

1 Discente do curso de Biomedicina. brenoluccabmls@gmail.com. Centro Universitario Ledo Sampaio.
2 Docente do curso de Biomedicina. josewalber@leaosampaio.edu.br. Centro Universitario Ledo Sampaio.



CHEMICAL PROFILE, CYTOTOXITY, CYTOPROTECTION, ANTIBACTERIAL
AND MODULATING ACTION OF ETHANOLIC EXTRACT OF DRIED LEAVES
OF Turnera subulata (Charles Plumier).

ABSTRACT

The present work aimed to carry out the analysis of the chemical profile and biological activities
of the ethanolic extract of the leaves of Turnera subulata (Charles Plumier). The obtained
ethanolic extract was submitted to analyzes that will qualify the parameters regarding the
phytochemical composition of this species and its modulating effects. Its leaves will be
collected in the rural area of the city of Acopiara-CE and directed to the municipality of Juazeiro
do Norte-CE for the necessary evaluations to be carried out. The ethanolic collection will be
produced through grinding techniques, with subsequent dissolution and will go through filtering
processes to analyze the chemical profile, in particular its secondary compounds and biological
activities. In the phytochemical prospection, the ethanolic extract of the dried leaves of Turnera
subulata (EETS) showed the presence of active principles such as flavonoids (anthocyanins,
anthocyanidins,  flavonols;  xanthones,  chalcones, aurones, flavononols and
leucoanthocyanidins), Phenols (catechin tannins). In the present study, evidence is shown of a
great hemolytic capacity of the extract and presented a CL 50 of 250 pg/ mL, which can be
explained by the transit that occurs due to the interaction of EETS with the diffusion and
regulation of transport through the erythrocyte membrane. Based on the analyzes carried out,
the EETS manifested itself with a minimum inhibitory concentration of 1024 pug/mL and a
modulating effect against antibiotics of the aminoglycoside class in the bacterial strains
Pseudomonas aerugniosa ATCC 15442, Staphylococcus aureus 10 (multiresistant), Klebsiela
pneumoneae (multiresistant) and Beta-Lactams against the strains Pseudomonas aerugniosa
ATCC 15442, Staphylococcus aureus 10 (multi-resistant), Klebsiela pneumoneae (multi-
resistant) and Escherichia coli ATCC 25922. In this study, it was concluded that the chemical
and biological parameters of the studied extract showed activity antimicrobial at a concentration
of 1024 pg/mL and modulator against the aforementioned strains with synergistic action in
addition to benzylpenicillin against Pseudomonas aeruginosa, reducing the MIC from 512
pg/mL to 32 pg/mL and the chemical profile consistent with the modulating activity, given the
qualitative analysis of the presence of compounds such as Terpenes and Flavonoids, justifying
the activity antimicrobial, as well as cytotoxic activity showed a CL 50 of 250 pg/ mL, which
the extract has high microbiological and cellular activity.

Keywords: Anti-bacterial. Modulation. Resistance. Toxicological activity. Turnera subulata.



1 INTRODUCAO

Uma parcela importante das plantas possui uma grande quantidadede compostos
quimicos, de classe orgénica e inorganica, que sdo capazes de atingir diferentes partes do
metabolismo humano. Os compostos nomeados de secundarios atuam em diversas plantasna
protecdo contra insetos, fungos e raios ultravioletas. Estas substancias também podempossuir
acdo antibacteriana frente a diferentes cepas sendo fontes promissoras na formulacéo de novos
antibiéticos (CARVALHO et al., 2017; NIAZIAN, 2019)

O perfil quimico, compreende metabolitos como os terpenos, flavondides e polifendis,
estes em consorcio ou isoladamente podem ser utilizados na terapia complementar, bem como,
forma terapéutica instruida, com dosagens e intervalo de administragio com controle,
conhecimento esse, advindo de forma cultural, hereditaria ou por indicacdo no tratamento frente
a diferentes classes de bactérias. (JUTTE et al.,, 2017; SZERWIENSKI et al., 2017;
WENEGER, 2017).

As plantas possuem também propriedades toxicas, que estdo ligadas justamente aos
compostos bioativos da planta, contudo, para que estas propriedades surtam efeitos nocivos é
necessario levar em consideracdo aspectos como a quantidade do composto, a tolerancia e a
intolerancia desse frente ao organismo e condigdes de carater ambiental. Aintoxicacdo se torna
perceptivel a0 momento em que se surgem 0s sinais e sintomas, umavez que originados sao
indicativos diretos que a atividade do principio toxico ja estd provocando interferéncia
biologica (SILVA, 2019).

O uso de fitoterapicos como fonte optativa de tratamento em contrapartida aos
medicamentos de natureza sintética se da principalmente devido a sua composi¢do de quimicos
bioativos. Determinadas ervas produzem compostos quimicos para sua protecdo frente a
possiveis estresses causados por agentes bidticos, como insetos ou microrganismos e abioticos
como os fatores ambientais, estas substancias sdo mensuradascomo metabdlitos secundarios (LI,
2020).

Os metabdlotos secundarios estdo presentes em plantas da familia Turneraceae, como
por exemplo: a Turnera subulata (Charles Plumier), difundida popularmente comochanana ou
flor do guaruja. As plantas que compdem esta familia possuem na sua constituicdo quimica,
compostos da classe dos terpenos, flavondides, acidos graxos e estéricos que juntos justificam
as propriedades, anti-inflamatoria, antimicrobianas e antioxidantes, que pode ser explicada

pela capacidade lipofilica da substancia evidenciada, podendo com este trago ser capaz de
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aumentar as interagbes quimicas(ZELENSKI & LOUZADA, 2019).

Com o uso incorreto de antibioticos, podem se originar processos de formagdo de
mecanismos de resisténcia nas bacterias, facilitando ainda a transferéncia destas para outras
cepas, disseminando este mecanismo. Assim, é necessaria a pesquisa de novos fitoterapicos
para usar em sinergismo com outros farmacos, devido a atividades moduladoras fitoterapicas.
Além disso, as plantas medicinais sdo fontes de moléculas promissoras nesse €ixo que possuem
menor custo se comparada frente a estudos com moléculas sintéticas (IANCK et al., 2017,
COSTA et al.,, 2017).

Turnera subulata (Charles Plumier) apresenta atividade antimicrobiana, sendo assim,
capaz de combater determinados patdgenos, podendo contribuir posteriormente no
desenvolvimento de novos farmacos. Os componentes bioativos como os terpenos, flavonoides
e polifendis presentes no extrato desta sdo capazes de gerar inlmeras respostas no organismo
humano, apresentando efeito agonista e antagonistas emreceptorese atividades metabdlicas, que
ocasionam benéficos como sua atividade moduladora, alémda capacidade antimicrobiana,
antitussigena, expectorante, diurética e anticoagulantes. Diante disso, 0 objetivo do presente
estudo é analisar o perfil quimico e atividades biologicas do extrato etandlico das folhas secas

de Turnera subulata (Charles Plumier), atividades essas as de citoprotecéo e citotoxicidade.

2 MATERIAS E METODOS
2.1 TIPOE LOCAL DE ESTUDO

Esta pesquisa trata-se de um estudo experimental, que inclui uma pré-tese para testar
uma hipotese. Os resultados obtidos neste artigo sdo de suma importancia e contribuicdo para
0 aprimoramento e desenvolvimento de novas técnicas cientificas na descoberta do novo. Os
experimentos foram realizados nos laboratérios de Microbiologiae Bromatologia do Centro

Universitario Doutor Ledo Sampaio-UNILEAO, Campus Salde, Juazeiro do Norte-CE.

2.2 COLETAE IDENTIFICACAO DO MATERIAL VEGETAL

As folhas frescas de Turnera subulata foram coletadas no Sitio Serraria 11, N° 246,
localizado no distrito de Trussu no municipio de Acopiara, CE com as coordenadas
localizadas em 6° 06'03" S 39° 43'25"W e levadas para o municipiode Juazeiro do Norte, CE

para realizacdo do presente estudo. Uma exsicata do material bot&nico foi depositada no herbério



Dérdaro de Andrade Lima da Universidade Regionaldo Cariri (URCA),cujo qual, se obteu o

namero de registro do tombamento 15.183.

2.3 SELECAO DO EXTRATO

As folhas de Turnera subulata (Charles Plumier) foram selecionadas, secas a
temperatura ambiente e em seguida trituradas para aumentar a superficie de contato, submersas
em Eter P.A para extracdo a frio por um periodo de 72 horas, de acordo com Simdes et al.
(2010). A mistura foi submetida a filtragdo com a finalidade de remover as possiveis impurezas
contidas no material, e a destilacdo do solvente ocorreu em evaporador rotativo sob presséo
reduzida a temperatura controlada entre 30-40 °C. O rendimento obtido do extrato fora 3,32%
em relacdo ao peso das folhas de 85,79 g antes da extragéo, se obtendo assim, um total de 2,85
g de rendimento.

2.3.1 Prospeccao fitoquimica

A prospeccao fitoquimica foi realizada de acordo com a metodologia de Matos (2009) e
Simoes et al. (2010) com um principio elucidativo das classes de metabolitos secundarios como
flavondides, alcaloides, taninos, dentre outros, baseiando-se em uma observacdo de carater
visual, com foco e interpretacdo na intensificacdo da cor ou formacéo de precipitado apos adi¢ao

de reagentes especificos nas solugdes das amostras.

2.4 AVALIACAO ANTIMICROBIANA E CONCENTRACAO INIBITORIA MINIMA
(CIM)

A atividade antimicrobiana foi avaliada através do método de microdiluicdo combase
no CLSI (2012). Foram utilizadas bactérias padrdes e cepas resistentes destas, sendotrés Gram
positivas: Sthaphylococcus aureus ATCC 12624 e Enterococcus faecalis ATCC 4083e as Gram
negativas: Escherichia coli ATCC 10536, Pseudomonas aeruginosa ATCC 15442, bem como
as multiresistentes Sthaphylococcus aureus 10 e Klebsiella Pneumoniae Carbapenemase.
Todas aslinhagens foram concedidas pelo Laboratério de Pesquisa de Produtos Naturais —
LPPN da Universidade Regional do Cariri— URCA.

As linhagens bacterianas foram ativadas em meio Brain Heart Infusion Broth (BHI3,8 %)

e mantidas na estufa por 24 horas. Ap6s o primeiro cultivo o indculo foi padronizado a partir
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da concentragdo de aproximadamente de 1 x 108 UFC/mL (turbidezda escala de McFarland).
Em seguida, esta suspensdo sera diluida em caldo BHI a 10 % e volumes de 100 pL serdo
adicionados e homogeneizados nos pocos de uma placa de microdiluicdo acrescido da
concentracdo de 1024 ug/ mL do produto vegetal. As placas serdo incubadas a 37°C por 24
horas. Os experimentos serdo realizados em triplicata.

A atividade antibacteriana foi detectada através do método colorimétrico utilizando 25
uL de resazurina sédica (0,01%) ap6s o periodo de incubacdo. A concentracdo inibitéria
minima (CIM) e determinada como a menor concentracdo do extrato capaz de inibir o
crescimento bacteriano (SALVAT, 2001).

2.5 AVALIACAO DA ATIVIDADE MODULADORA

O teste de modulagéo sucedeu realizado na presenca e na auséncia do composto natural
atraves de microdiluicdo em triplicata. Para avaliar a atividade moduladora realizou a utilizagéo
da CIM, do extrato etandlico frente aos antibidticos da classe aminoglicosideos (gentamicina e
amicacina) e beta-lactamicos (benzilpenicilina e cefalotina).

A quantidade do extrato etandlico deu-se calculada pela concentragdo sub inibitoria
(CIM/8). Os indculos bacterianos em BHI a 10 % foram distribuidos na microplaca seguido da
microdiluigdo de 100 ulL das solugdes de antibioticos (1024 pg/ mL). Transcorreu- se a
realizacdo de seguidas diluicdes obtendo as concentracdes do antibiotico que variam de 512 a
0,5 ng/ mL (COUTINHO et al., 2008).

O teste deu-se monitorado com um controle positivo contendo apenas o0s antibioticos e
0s microrganismos. As placas microdiluidas foram incubadas a 37 °C por 24horas e a leitura
evolui procedida com auxilio resazurina sédica como descrito anteriormente (COUTINHO et
al., 2008).

26  AVALIACAO DO EFEITO TOXICOLOGICO

2.6.1 Toxicidade frente a Artemia Salina

No que se relaciona a toxicidade da planta, foi avaliada frente ao microcrustaceo Artemia
salina (Leach). O teste foi efetuado em triplicata, com as concentragdes de 10, 25, 50, 100, 250
¢ 500 pg/mL, em consOrcio a um controle positivo contendo dicromato de potassio (K2Cr207),

bem como um controle negativo com agua marinha. Ap6s 24 horas foi realizada a leitura de
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cistos sobreviventes. O célculo da Concentr¢do Letal de 50 % (CLso) serd realizado por
regressao slinear, sendo considerado significativo quando CLso < 1000 pg/mL (MEYER et al.,
1982; HIROTA et al., 2012).

2.6.2 Atividade citotéxica em heméacias

As amostras sanguineas contendo as hemacias utilizadas durante o ensaio foram
colhidas em um tubo com o anticoagulante Citrato de Sodio presente nele, bem como efetuou-
se uma média de 6 lavagens com centrifugacdao de 3500 rpm por 15 seg cada. Paraa analise e a
realizacdo dos testes relacionados a atividade citotoxica do extrato etandlico de Turnera
subulata em hemécias humanas, o presente estudo foi submetido ao Comite de Etica da
instituicdo via Plataforma Brasil, cujo qual se obteve a numeragdo 62719522.5.0000.5048 do
CAAE.

O ensaio tem como base em Freitas et al (2017), com os protocolos referentes de
adaptacdo. As hemacias e a solucdo de estoque foram expostas a diferentes concentracoes de
solugéo salina de 10, 25, 50, 100, 250, 500 e 1000 pg/ mL.

Apos as formulagdes das concentragdes, foram realizadas a incubacdo das mesmasno
Banho Maria a 37 °C de 15 a 30 minutos. Apds essa etapa de incubacdo, foi adicionadasolucao
salina, cujo qual, também fora para o banho maria, entretanto a um periodo de 30minutos a 1
hora. Apds as etapas anteriores, efetuou-se lavagens das amostras que foramconcentradas,
centrifugando-as a 3500 rpm por 15 segundos, com isso, foi coletado o sobrenadante e levado
a analise pelo espectrofotometro com o filtro de absorbancia em 540 nm (BARROS, 2018).

A andlise do precipitado foi indispensavel, esta é realizada com a retirada de uma
aliquota deste material, realizar o esfregaco sanguineo e realizar a coloracdo nomeada deMay
grunwald- giemsa ou Leishman, ap0s esse processamento as laminas sdo levadas a microscopia
com observancia na objetiva de 100x (TAVARES, 2021).

2.6.3 Atividade citoprotetora em hemacias

As amostras sanguineas contendo as hemacias utilizadas durante o ensaio foram
colhidas em um tubo com o anticoagulante Citrato de Sédio presente nele, bem como efetuou-
se uma média de 6 lavagens com centrifugacdo de 3500 rpmpor 15 seg cada. Paraa andlise e a
realizacdo dos testes relacionados a atividade citoprotetora do extrato etanolico de Turnera

subulata em hemacias humanas, o presente estudo foi submetido ao Comite de Etica da
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instituicdo via Plataforma Brasil, cujo qual, se obteve a numeragdo 62719522.5.0000.5048 do
CAAE.

As hemécias foram expostas a diferentes concentracdes de NaCl em 0,12%, 0,24%,
0,36%, 0,48%, 0,60%, 0,72% e 0,9%. Foi realizada incubacdo no Banho Maria a 37°C, de 30
minutos a 1 hora. Apds esse periodo de incubacdo foi efetuada a centrifugacdo das amostrasque
foram concentradas, centrifugando-as a 3500 rpm por 15 segundos, com isso, foi coletado o
sobrenadante e levado a analise pelo espectrofotdmetro com o filtro de absorbancia em 540 nm.
Para o controle positivo foi utilizado solugéo salina a 0,9 %, preparada a partir da diluicdo de
0,9 gramas de NaCl em 100 ml de &gua destilada (BARROS, 2018).

2.7 ANALISES ESTATISTICAS

Os resultados dos ensaios toxicolégicos foram avaliados através do modelo de regressao
linear e teste de Tukey por comparacdo multipla. Os testes microbiologicosforam analisados
pelo ANOVA bidirecional seguida pelo teste de Bonferroni utilizando software GranphPad

Prism 7.0. Os resultados em p< 0.05 foram considerados estatisticamente significativos.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO
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3.1 PROSPECCAO FITOQUIMICA

A prospecgdo fitoquimica do extrato etanolico das folhas secas de Turnera subulata
(EETS) evidenciou a presenca de principios ativos como os flavonoides (antocianinas,
antocianidinas, flavonois; xantonas, chalconas, auronas, flavonondis e leucoantocianidinas) e

Fenois (taninos catequicos) (Tabela 1).

Tabela 1. Resultado da prospeccdo fitoquimica do Extrato Etandlico das folhas de Turnera
subulata.

EETS |+ |- |+ [+ [+ |- |+ [+ [+ |+ [+ |+ |+ |+ |-

Fonte: propria do autor. 1: Fenois; 2: Taninos hidrolisaveis; 3: Taninos condensados; 4:
Antocianinas; 5: Antocianidinas; 6: Flavonas; 7: Flavonois; 8: Xantonas; 9: Chalconas; 10:
Auronas; 11: Flavononois; 13: Catequinas; 14: Leucoantocianidinas; 15: Saponinas. (+)

presente; (-) ausente.

De acordo com Carvalho (2017), os metabolitos secundarios séo substancias que atuam
em diversas plantas na protecdo contra insetos, fungos e raios ultravioletas, compostos esse
como os flavonoides. No organismo humano, possuem funcbes como, as de agonistas e
antagonistas de processos biogquimicos. Estas substancias também podem possuir acao
antibacteriana frente a diferentes cepas, essa atividade microbiolégica é promissora e as
propriedades relacionadas a ela vinculadas as plantas sdo fontes de estudos a respeito da
formulacdo de novos antibidticos.

O EETS apresentou uma ampla variabilidade de fen6licos em sua composic¢do quimica
secundaria, que atuam em sua protecéo fisica estrutural em resposta a presenca em seus ambitos
de bactérias que possam prejudicar sua conjuntura e seu pleno funcionamento, atuando como
antibacterianos naturais. Segundo os estudos de Zelenski & Louzada (2019) as plantas da familia
Tuneraceae sao portadoras de compostos da classe dos terpenos e flavonoides, que justificam
as propriedades anti-inflamatdria, antimicrobianas e antioxidantes, que pode ser explicada pela
capacidade lipofilica da substancia evidenciada, podendo com este trago ser capaz de aumentar
as interagGes quimicas.

Outros compostos secundarios encontrados que sdo pertencentes as classes dos
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polifenois, foram os Taninos, estes também funcionam como mecanismo de defesa e possuem
acdo adstringéncia, causando sabor amargo ao ser ingerido. Rockenbach et al. (2018) ressalva
que os polifendis sdo deveras importantes para a polinizacdo da planta, protecdo contra insetos
e raios ultravioletas. Outros produtos acondicionados a planta sdo os Terpenos, cujo quais
apresentam propriedades bactericidas, fungicidas e fitoterapicas e matéria prima de todos 0s
6leos essenciais, uma vez que intensificam os sensoriais dos alimentos.

Os flavondides sdo os metabolitos secundarios mais abundantes na Turnera subulata,
segundo Azevedo (2019), os flavonoides sdo conhecidos como bioflavonoides ou vitamina P
que é um dos compostos bioativos desta, componente este que é um metabdlico secundario da
classe dos polifenois, possui atividade antioxidante em decorréncia dos radicais fendlicos que
estdo presentes em sua estrutura, podendo também ser eficaz na profilaxia de doencas

neurodegenerativas.

3.2 ENSAIOS ANTIBACTERIANOS E CONCENTRACAO INIBITORIA MINIMA (CIM).

O Extrato Etanolico de Turnera subulata apresentou atividade inibitéria contra as
bacterias dos géneros Gram positivas e Gram negativas. Os microrganismos das linhagens
padrédo das bacterias Gram positivas apresentaram uma CIM > 1.024 pg/mL, as pertencentes a
classe padrdo das Gram negativas se obteve uma CIM semelhante a anterior, obtendo resultados
também >1.024 pg/ mL. Os organismos resistentes testados frente ao EETS manifestaram uma
CIM > 1.024 pg/ mL (Tabela 2).

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

e Gram positivas.

EEAS

BACTERIAS CIM (pg/mL)
Staphylococcus aureus ATCC 12624 > 1024
Enterococcus faecalis ATCC 4083 > 1024
Pseudomonas aeruginosa ATCC 15442 > 1024
Escherichia coli ATCC 25922 > 1024
Staphylococcus aureus 10 multirresistente > 1024
Klebsiela pneumoneae ATCC 4352 >1024

Fonte: propria do autor
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O produto vegetal ndo demonstrou um nivel clinico confiavel, o que ocorreu em ambas
as bactérias estudadas, demonstrando baixa efetividade na atividade antibacteriana com a
presenca de baixas quantidades de extrato frente aos organismos Gram positivas e Gram
negativas. No que se diz respeito as bactérias multirresistentes estudadas, como a
Staphylococcus aureus 10 multirresistente, manifestou-se uma concentragdo inibitéria maior
ou igual 1.024 pg/mL, evidenciando resultados semelhantes as cepas padrdo, o que tambem
evidencia uma baixa resposta ao microrganismo no que se diz respeito a atividade antibiética
do EETS (Gréfico 2).

Borges (2017) explana sobre a baixa atividade clinica implementada pelo EETS contra
diferentes cepas de S. aureus e E. coli, apresentando sua faixa de controle de crescimento
bacteriano, evidenciando uma concentragdo, média de 3.125 pg/ mL, cujo qual, nesta
concentragdo 0s microrganismos pararam seu crescimento.

Existem inimeros trabalhos que visam a explanacdo e a comprovacdo de dados
cientificos concretos a respeito da atividade antibacteriana das espécies da familia Turneraceae,
esses estudos apresentam algumas diferenciacdes de testes em relacdo ao presente estudo. Os
testes de Borges (2017) e Luz et al. (2021), que fazem o uso de extratos provenientes da Turnera
subulata, exibiram resultados deveras relevantes e elevada atividade antimicrobiana contra
outras cepas bacterianas de Staphylococcus aureus MRSA. No presente estudo a CIM das cepas

bacterianas estudadas fora menos significativa em relacdo as abrangidas pelos autores descritos.
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3.3 ATIVIDADE MODULADORA

Gréafico 1. Resultado do potencial modulador do EETS na atividade antibiotica de
aminoglicosideos frente as cepas de Staphylococcus aureus ATCC 12624, Enterococcus
faecalis ATCC 4083, Pseudomonas aerugniosa ATCC 15442, Escherichia coli ATCC 25922,

Staphylococcus aureus 10 (multirresistente), Klebsiela pneumoneae KPC (multirresistente).

Bl Anmicacina
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1000 B Gentamicina
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600 I

400 E
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Fonte: propria do autor. ANOVA bidirecional seguida pelo pds-teste de Bonferroni, usando o software GraphPad

Prism 7.0. ****p <0,0001.

Frente as cepas padrdo de Staphylococcus aureus, Enterococcus faecalis e
Escherichia coli ndo foram apresentadas mudancas significativas quanto a CIM destes em
relacdo a acdo moduladora dos aminoglicosideos testados, permanecendo a concentracdo
inibitéria de 1024 pug/ mL. Em contrapartida, frente a cepa de Pseudomonas aeruginosa o
extrato mostrou-se com efeito antagénico com a amicacina, aumentando a CIM de 128 ug/ mL
para 512 pg/mL, o que pode estar associado a uma nutri¢do da bactéria pelo extrato, entretanto

a para gentamicina o efeito causado pelo EETS foi sinérgico, reduzindo a CIM de 256 pg/mL

para 64 pg/mL.
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A amicacina + EETS se manifestou com acdo antagbnica contra as cepas
multirresistentes de Staphylococcus aureus 10 e Klebsiela pneumoniae, aumentando a CIM de
512 pg/mL para 1024 pg/mL respectivamente, o que pode se correlacionar com a multipla
resisténcia que estas cepas apresentam, o que ocasiona limitacdes terapéuticas no tratamento.
Segundo Dienstmann (2010) a Klebsiella pneumoniae pode desenvolver resisténcias por meio
de producdo de mecanismos de resisténcia enzimaticos, sendo atribuida a presenca de
betalactamases cromossémicas e permeabilidade dos canais de porina, uma vez que as cepas de
S. aureus multirresistentes podem adicionar plasmideos de resisténcia.

A solucdo gentamicina + EETS evidenciou agdo sinérgica, diminuindo a CIM das
cepas multirresistentes de 128 pg/mL para 64 pug/mL. E de conhecimento farmacolégico que
0s antibidticos pertencentes a classe dos aminoglicosideos como a gentamicina possuem
deveras uma forte acdo de penetracdo na parede celular bacteriana, bem como podem interferir
na sintese proteica da mesma, possuindo essa atividade em especial nas cepas pertencentes a
familia das Enterobactereaceae.

Os aminoglicosideos, segundo Ribeiro (2017), sdo de uma das classes mais antiga de
antibioticos, apresentando grande espectro de agdo, com atividade em bactérias aerobicas
Gram-negativas, sendo moderadamente ativos contra bactérias aerobias Gram positivas, bem
como ndo apresentam efetividade em anaerdbias estritas. Sdo capazes de inibir a sintese
proteica, uma vez que se ligam-se aos ribossomos das bactérias de forma irreversivel.

Segundo Cicero (2018), o extrato etandlico de Turnera subulata (Charles Plumier)
apresenta efeitos potencialmente antibacterianos e até mesmo moduladores de determinados
antibioticos na forma in vitro, modulacéo essa associada principalmente aos taninos e flavonois
presentes no extrato, como também em associacdo a aminoglicosideos, bem como na sua forma
isolada, entretanto essa capacidade antimicrobiana esta correlacionada com a cepa bacteriana
associada ou ndo a presenca de taninos e flavonois, o que pode justificar o sinergismo que

ocorreu entre o farmaco desta classe e o EETS.
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Gréfico 2. Resultado do potencial modulador do EETS na atividade antibidtica de beta
lactdmicos frente as cepas Staphylococcus aureus ATCC 12624, Enterococcus faecalis ATCC
4083, Pseudomonas aerugniosa ATCC 15442, Escherichia coli ATCC 25922, Staphylococcus

aureus 10 (multirresistente), Klebsiela pneumoneae KPC (multirresistente).

[ ] Benzilpenicilina
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Fonte: prépria do autor. ANOVA bidirecional seguida pelo pés-teste de Bonferroni, usando o software GraphPad
Prism 7.0. ****p <0,0001.

Frente a cepa padrdo de Staphylococcus aureus, ndo ouve acao moduladora do extrato
sobre os farmacos empregados no teste, ndo havendo assim mudancas significativas na CIM
deste, o que ocorreu também com a Enterococcus faecalis padréo, que ndo ocorreu mudanca na
CIM quando o farmaco implementado ao extrato foi a Benzilpenicilina.

Foi observado um efeito antagbnico muito expressivo do extrato em conjunto com
cefalotina no combate a cepa padrdo de Enterococcus faecalis, aumentando a CIM de 64 pg/mL
para 512 pg/mL, fato esse que também ocorreu na cepa padrdo de Pseudomonas aeruginosa,
ocorrendo um aumento da CIM que se encontrava em 64 pug/mL e se elevar para 1024 pg/mL.

Os betas lactamicos sdo antibioticos altamente toleraveis pelo organismo humano,
entretanto 0 uso indiscriminado destes, podem ocasionar resisténcia em determinados

microrganismos, 0 que vem a justificar a fortificacdo destas cepas em relacédo a solucéo
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empregada, de modo que estas acharam em um dos componentes do extrato, uma molécula
capaz de dar nutrientes que a torne mais forte e resistente contra o antibiotico.

Em contrapartida aos casos de antagonismo ou de permanéncia da CIM entre a
conjuntura extrato + Farmaco em relacdo ao antibidtico isolado, se teve casos de sinergismo
bem aparentes, como o que ocorreu com a Benzilpenicilina frente a Escherichia coli,
Pseudomonas aeruginosa e a multirresistente Staphylococcus aureus 10, reduzindo a CIM de
64 pg/mL para 32 pg/mL, de 512 pg/mL para 32 pg/mL e 64 pg/mL para 32 pg/mL
respectivamente.

No que se refere a sinergismo da cefalotina + EETS, ouve este efeito nas cepas
multirresistentes Klebsiela pneumoniae, reduzindo a CIM anterior de 512 pg/mL para 256
pg/mL e Staphylococcus aureus 10, de 64 pg/mL para 32 pg/mL. Segundo Borges 2017, A
Turnera subulata (Charles Plumier) apresenta grande potencial inibitorio contra o crescimento
bacteriano de algumas espécies, como Staphylococcus spp.

Os antibioticos pertencentes a classe dos betas- lactamicos sdo capazes de atuar
inibindo a biossintese da parede celular bacteriana, estes por sua vez sdo 0s que possuem uma
maior variabilidade em sua familia, sendo a maior classe antibiotica do mercado. Possuem
compostos naturais e sintéticos que sao caracterizados pela presenca de um anel beta- lactamico
com uma cadeia lateral variavel, apresentando assim diferentes espectros de acdo e padrdes de
resisténcia as beta-lactamases de cada farmaco dessa classe.

Em decorréncia do uso indiscriminado de antibioticos de ordem Beta-lactamicos,
teve-se a formacdo de um novo mecanismo de resisténcia bacteriana, as bactérias produtoras de
carbapenemases, que se funda em um principio enzimatico hidrolitico que é capaz de inativar
0 principio ativo pertencente ao farmaco utilizado, como cita Rubio et al. (2017).

Os compostos bioativos presentes no manancial dos produtos naturais sao capazes de
disponibilizarem uma éarea mais enriquecida e que dispde de mais disponibilidade de
substancias quimicas em comparacdo por exemplo a compostos sintéticos catalogado e disposto
no mercado, ou seja, é de grande valor para 0 combate da resisténcia bacteriana. Entretanto,
com todas as vantagens e sucessos obtidos em estudos com este cunho, identificar as substancias
bioativas e conseguir isolar uma quantidade de material bioldgico suficiente pode ser deveras
desafiador (ATANASQV, 2021).
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3.4 ATIVIDADE TOXICOLOGICA

3.4.1 Toxicidade em Artemia salina

Segundo Silva (2019), a atividade toxicoldgica de uma planta depende diretamente dos
seus principios metabdlicos contidos em sua composi¢do quimica, entretanto, estes compostos
necessitam de outros fatores para apresentarem o metabolismo com esta caracteristica, como
por exemplo a quantidade a ser ingerida, tolerancia, condicdes de carater ambiental e a prépria
intolerancia do organismo intoxicado.

No quesito toxicidade, o EETS, apresentou uma CLso de 250 ug/ mL. Segundo Hirota
2012, o ensaio relacionado a letalidade utilizando Artemia salina € uma pratica amplamente
utilizada para realizar estudos no que se diz respeito ao potencial toxico de determinadas
substancias ou extratos de cunho natural, agindo e perdurando mesmo em meio ao avango
tecnolégico no meio cientifico. Mesmo sendo considerada uma metodologia relativamente
simples, esta € capaz de gerar informagdes imprescindiveis e que apresentam grande
importancia, de forma rapida, econémica e com reprodutibilidade.

Uma vez presente o estudo do efeito maléfico de certas plantas é possivel a partir deste
a interpretacdo dos sinais e sintomas que podem surgir, ou seja, se esta presente sintomatologia
no animal, é indicio direto que o principio toxico ja esta interferindo no metabolismo celular,
interferéncia essa que € influenciada principalmente em decorréncia da quantia degustada do
agente intoxicante pelo enfermo.

Com a CLso de 250 ng/mL estabelecida pelo estudo, pode se efetivar que o extrato do
presente estudo se trata sim, de uma substancia toxica, uma vez gque segundo Rodrigues 2020,
0s extratos brutos que apresentam uma CL50 inferior a 100 pgmL-1 séo classificados como
altamente toxicos, os que apresentarem valores entre 100 pgmL-1 e 500 pgmL-1 sdo
moderadamente toxicos, 0os que manifestarem valores entre 500 pgmL-1 e 1000 pgmL-1
levemente toxicos, e aqueles com valores de CL50 acima de 1000 pgmL-1 sdo considerados

atéxicos.

21



3.4.2 Citotoxicidade e citoprotecdo em hemécias

Grafico 3. Fragilidade osmoética (citotoxicidade) de amostras de sangue tratadas ou ndo com
diferentes concentracdes do Extrato Etanolico das folhas de Turnera subulata (EETS).
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As amostras de sangue foram incubadas com diferentes concentra¢des do extrato com solucéo de cloreto
de sddio (0,9% NaCl), como controle. A porcentagem de hemdlise foi calculada e “curvas de fragilidade”
foram tragadas plotando a porcentagem de hemolise (% de hemdlise) para cada concentragdo de extrato
(em relagdo a 100% do tubo de hemolise -0,12% NaCl). Os resultados foram analisados por ANOVA de
duas vias seguido do Test Bonferroni . “a” vs controle negativo quando * =p <0,05, *** =p < 0,01 e ****
=p <0,0001. Foi usado o programa GraphPad Prism 7.0.

O gréfico 3 demonstra a curva dose- resposta do EETS nas concentragdes de 10 mg/mL,
25 mg/mL, 50 mg/mL, 100 mg/mL, 250 mg/mL, 500 mg/mL e 1000 mg/mL. Os resultados do
teste empregado mostram que as doses do extrato que foram capazes de promover efeitos
nocivos aos eritrocitos foram 25 mg/mL, 50 mg/mL, 100 mg/mL, 250 mg/mL, 500 mg/mL e
1000 mg/mL, evidenciando assim um analise mais intrinseca, onde se observa que a cada
proporcao aumentada da concentracdo do extrato, maior € sua capacidade hemolitica. A partir
dos dados expressados no grafico pode-se observar que a menor dose com potencial hemolitico
foi de 25 mg/mL.

Segundo Silva (2019), a atividade toxicoldgica de uma planta depende diretamente dos
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seus principios metabdlicos contidos em sua composi¢do quimica, entretanto, estes compostos
necessitam de outros fatores para apresentarem o metabolismo com esta caracteristica, como
por exemplo a quantidade a ser ingerida, tolerancia, condi¢cfes de carater ambiental e a prépria
intolerdncia do organismo intoxicado. Uma vez presente o estudo do efeito maléfico de certas
plantas é possivel a partir deste a interpretacdo dos sinais e sintomas que podem surgir, ou seja,
se esta presente sintomatologia no animal, é indicio direto que o principio toxico ja esta
interferindo no metabolismo celular, interferéncia essa que é influenciada principalmente em
decorréncia da quantia degustada do agente intoxicante pelo enfermo.

Os beneficios das plantas medicinais sdo deveras inimeros, entretanto conhecer seus
principios toxicos é de extrema necessidade, uma vez que, é capaz de se medir o risco/
beneficio. Segundo Zelenski (2019), esses produtos naturais podem ser ingeridos de diversas
maneiras, como na forma de infusdo, chas ou a planta em natura, podendo aumentar as
concentraces séricas de substancias que estdo presentes em sua conjuntura quimica como ha
exemplo temos os terpenos, polifenois, flavonoides e terpenos.

Segundo Freitas et al. (2010), os compostos quimicos dessa conjuntura podem
apresentar efeitos toxicos as hemacias,o teste de fragilidade osmotica (citotoxicidade) é capaz
de dosar a concentracdo do extrato que em contato com os eritrocitos causara instabilidade na
funcionabilidade da membrana destas celulas, analisando a ocorréncia da lise de suas
membranas plasmaticas por meio de concentracdes expressas em porcentagem, visualizadas em
diferentes concentracdes de NaCl.

Segundo Barros (2018), o teste de citotoxicidade é realizado também com o intuito de
verificar a interacdo do extrato com a membrana dos eritrdcitos, essa acdo pode ser manifestada
com acdo protetiva ou disruptiva, quando ha o rompimento da membrana plasmatica,
dependendo da concentracdo do extrato implementado.

No presente estudo fora evidenciado uma grande capacidade hemolitica do extrato,
0 que pode ser explicado segundo Figueiredo (2018), uma vez que, o transito que ocorre devido
a interacdo do pelo transito que ocorre devido a interacdo do EETS com a difuséo e regulacéo
do transporte através da membrana dos eritrocitos. A membrana plasmatica é composta de uma
bicamada lipidica, com inUmeras fungdes, dentre elas a de transporte de substancias para dentro
ou fora da célula, cujo qual, é a fonte de estudo deste trabalho correlacionando esta fungédo a
aplicacdo do EETS.

Segundo Figueiredo et al. (2018), os principais lipideos de membrana sdo 0s
fosfolipidios, colesterol e o glicerol, esses componentes sdo capazes de preservar a integridade

fisica das células eucariontes animais e manter a termorregulacdo destas, podendo promover
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também a difusdo de substancias que apresentam caréater lipossolivel intracelular. Quando séo
0s eritrocitos sdo expostos a substancias lipossoluveis, como é o caso do EETS, 0os componentes
presentes no extrato conseguem atravessar facilmente a membrana destas células, alterando
assim a sua homeostase.

Uma outra explicacdo provavel para o forte potencial penetrante do extrato na
membrana dos eritrocitos é a presenca de altas doses de terpenos presente no mesmo, que
segundo Barros (2018), os terpenos sdo capazes de aumentar o fendmeno chamado de
particionamento, esse principio pode ser usado para a penetracdo de determinadas drogas nas
membranas celulares. Os terpenos realizam essa atividade aceleradora por meio da parti¢éo
lipidica/ proteica.

Segundo Barreiros (2006), os terpernos interagem com as estruturas intracelulares,
permitindo um aumento na difusidade, podendo assim esse efeito ndo ser devido ao processo
de particdo, ocorrendo assim uma maior difusdo de substancias do meio intracelular em
decorréncia da capacidade lipossolivel da membrana plasmatica dos eritrocitos. O aumento do
gradiente de concentracao, que ocorre do meio hipoténico para o hiperténico, leva a hemdlise,
devido a permeacao de compostos citoplasmaticos.

Outra vertente em tese do que pode levar essa lise € 0 rompimento grosseiro da
membrana plasmatica levando ao extravasamento e oxidacao dos lipideos. Segundo Barreiros
(2006) a oxidacao dos lipideos de membrana interfere no transporte tanto de carater passivo
quanto ativo atraves da membrana celular, levando a sua ruptura e posteriormente a morte

celular.
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Gréfico 4. Citoprotecdo de amostras de sangue tratadas ou ndo com diferentes concentraces
do Extrato Etandlico das folhas de Turnera subulata (EETS).
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Grafico da atividade citoprotetora do extrato etanolico das folhas de T. subulata na concentragdo de 50
ug/mL frente a variacbes de NaCl. Os resultados foram analisados por ANOVA de duas vias seguido do
Test Bonferroni. “a” vs controle negativo quando * = p <0,01, *** = p < 0,001 e **** = p < 0,0001. Foi
usado o programa GraphPad Prism 7.0.

A concentracdo que evidenciou um quadro maior de citoprotecdo, como pode ser
observado no grafico 4, foi a de 50 ug/mL obtida na concentracdo de 0,12 % de NaCl (0.12%
NaCl + DMSO) no meio, evidenciando esta atividade na concentracdo de maior aporte do
composto salino frente ao EETS. A citoprotecdo em modelos eritrocitarios ndo foi passivel de
andlise positiva nas concentracdes de NaCl, sendo os mesmos néo significativos em 0,60%,
0,72% e 0,90%.

Ao analisar a literatura, observou-se em Barros (2018) que quando as hemécias sdo
expostas a meios hiperténicos, estas células sdo acometidas com um edema, esta dinamica
celular ocorre em resposta ao processo osmotico com o gradiente de concentracdo, esta acao
previne a morte celular, entretanto em determinadas concentragdes isotdnicas esta metodologia
seja comprometida e ndo seja passivel de realizacéo.

Nos estudos de Borges (2017) evidencia a presenca de compostos bioativos como

triterpenos, flavonadis e glicidios, estes compostos causam efeitos protetivos e potencializadores
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proteicos e reacionais nas células. Nos estudos de Helander et al. (1998), afirma que compostos
secundarios como os flavondis e os terpenos sdo capazes de provocar atividades de cunho
citoprotetor como de citotoxicidade em células, dependendo das situacdes cujo qual, estdo
submetidas.

4 CONCLUSAO

Tendo em vista os eventos e realizagdes metodoldgicas utilizadas no presente
trabalho, foi possivel identificar que o extrato evidenciou a atividade antibacteriana obtendo-se
uma concentracdo inibtéria minima de 1024 pg/mL frente as cepas bacterianas estudadas, tanto
padrdes como as resistentes. A atividade moduladora ocorreu principalmente frente a cepa de
Pseudomonas aerugniosa ATCC 15442, reduzindo a CIM de 512 pg/mL para 32 pg/mL com
a benzilpenicilina, frente a gentamicina diminuindo a CIM sinergicamente das cepas
multirresistentes de 128 pg/mL para 64 pg/mL. O perfil quimico obtido evidenciou a presenca
de metabolitos secundarios como, os terpenos e flavonois que foram responsaveis por justificar
a atividade antibacteriana, bem como, a alta toxicidade com a CLso de 250 pg/mL obtida e
aumento do nivel de hemdlises desde a concentracdo de 10 pg/mL. O EETS também apresentou
a capacidade citoprotetora em concentracdes de NaCl a 0,12% com atividade deste cunho na
proporcao de 50 ug/ mL. Com tudo, € necessario estudos para quantificar o nimero de
metabolitos secundarios para elucidar da melhor maneira as atividades estudadas no presente

artigo.
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