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RESUMO

As plantas do género Asparagus sdo usadas em Africa e em particular em Mogambique na
medicina tradicional no tratamento de varias doencas de origem microbiana. As raizes de
A.africanus sdo usadas no tratamento de malaria, bronquite, cancro da mama, reumatismo, gota
cronica, leishmaniose e bilharziose. As raizes de A.plumosus Baker sdo usadas para o tratamento
da tuberculose, pneumonia, reumatismo, disenteria e malaria. Estas raizes apresentam também
uma actividade diurética, laxativa, emoliente e afrodisiaca. O presente trabalho consistiu em
realizar um estudo fitoquimico e avaliar a actividade antimicrobiana dos extractos das raizes de

A.plumosus Baker e A.africanus.

Os extractos das raizes duas plantas em estudo foram obtidos pelo método de maceracao
sequencial sob agitacdo continua usando diferentes solventes, nomeadamente: éter de petréleo,
diclorometano, acetato de etilo e n-butanol. Os extractos metanolico e hidrometanolico foram
obtidos por maceracdo directa. A actividade antimicrobiana dos extractos foi avaliada usando o
método de difusdo em disco e os seguintes microrganismos: Escherichia coli, Staphylococcus
aureus, Klebsiella pneumoniae, Salmonella typhi, Salmonella typhimurium, Pseudomonas
aeruginosa e Candida albicans foram testados.

Os testes fitoquimicos realizados nos extractos das plantas em estudo mostraram a presenca de
saponinas, flavondides, esterdides, triterpendides e taninos. A maioria dos extractos mostrou
actividade antifingica contra C.albicans e maior actividade antibacteriana foi observada no
extracto metanolico de A.africanus. S.aureus revelou ser a estirpe mais resistente aos extractos
das duas plantas em estudo. Nenhuma actividade antimicrobiana foi observada no extracto éter
de petroleo. Os extractos das raizes de A.africanus revelaram maior actividade antimicrobiana

em relagéo aos de A.plumosus Baker.

Os resultados obtidos nos testes fitoquimicos e antimicrobianos permitem comprovar o uso
destas plantas na medicina tradicional para o tratamento de varias doencas causadas por

microrganismos patogénicos.
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I. INTRODUCAO

Durante séculos, as plantas medicinais foram utilizadas em todo o0 mundo como fonte exclusiva
de medicamentos. As observacdes populares sobre o uso e a eficacia de plantas medicinais
contribuem de forma relevante para a divulgacdo das virtudes terapéuticas dos vegetais,
prescritos com frequéncia pelos efeitos medicinais que produzem, apesar de nem sempre terem
0s seus constituintes quimicos conhecidos (Maciel et al., 2002)
Apesar dos grandes avangos da medicina cientifica moderna, a medicina tradicional ainda é a
principal forma de tratamento de doencas para a maioria das pessoas nos paises em
desenvolvimento; mesmo entre aqueles a quem a medicina ocidental esta disponivel, o nimero
de pessoas que utilizam a medicina alternativa esta a aumentar rapidamente em todo o mundo. O
aumento do conhecimento sobre os processos metabolicos e dos efeitos das plantas sobre a
fisiologia humana ampliou o campo de aplicacdo de plantas medicinais, mesmo porque muitos
dos principios activos em plantas medicinais ainda ndo podem ser preparados sinteticamente
(Dey, 2012).
Dados da Organizacdo Mundial de Saude (OMS), reportam que 80% das pessoas nos paises em
desenvolvimento ainda dependem de plantas medicinais locais para satisfazerem as suas
necessidades primarias de saude (WHO, 2002). Como a maioria dos paises africanos,
Mocambique é um repositério importante de diversidade bioldgica. Esta diversidade é usada por
cerca de 90% da populacdo do pais, maioritariamente das zonas rurais para satisfazer as suas
necessidades habitacionais, energéticas, alimentares e de saide (Ribeiro et al., 2010). Em
Mocambique, cerca de 15% do total dos recursos florestais (estimado em cerca de 5. 500
espécies de plantas) sdo usados pelas comunidades rurais para fins medicinais e desempenham
um papel fundamental nos cuidados de saide basicos. Para além do valor medicinal, as plantas
medicinais constituem uma fonte de rendimento para os colectores e vendedores (Krog et al.,
2006)
As plantas contém misturas de diferentes metabdlitos secundarios que podem actuar
individualmente, de forma aditiva, ou em sinergia para melhorar a satde. As plantas medicinais,
ao contrario de drogas farmacologicas, geralmente tém varios produtos quimicos trabalhando
juntos cataliticamente e sinergicamente para produzir um efeito combinado que supera o total da
actividade dos constituintes individuais. As ac¢Ges combinadas dessas substancias tendem a
Jodo, Abel Antonio Trabalho de Licenciatura UEM -1
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aumentar a actividade do principal constituinte medicinal, acelerando a assimilacdo destas
substancias no organismoo (WHO, 2008; Shohawon & Mahomoodally, 2013).

Os metabdlitos secundarios presentes nas plantas sdo capazes de produzir substancias
antibioticas, utilizadas no combate de microrganismos. Os principais grupos de compostos com
propriedades antimicrobianas, extraidos de plantas incluem: terpendides, alcaldides, lecitinas e
compostos fenolicos (flavondides, taninos e cumarinas) (Gongalves et al., 2005).

A emergente propagacdo da resisténcia aos antimicrobianos é um problema global que afecta
tanto os paises industrializados como os em vias de desenvolvimento (Adam, 2002).

E neste contexto que nos Gltimos anos os pesquisadores tém voltado atencdo para fontes naturais
ainda pouco exploradas, pois organismos obtidos de novos ecossistemas sdo frequentemente
associados a nova diversidade quimica. Antibidticos naturais geralmente apresentam estruturas
quimicas complexas importantes para as interac¢fes especificas e reconhecimento por alvos
macromoleculares em bactérias patogénicas (Guimardes et al., 2010).

Estudos realizados na Etiopia e Nigéria em Asparagus africanus demonstraram propriedades
antinfértil, analgésica, anti-inflamatoria, antimalérica, etc. (Hassan et al., 2008), enquanto
Asparagus plumosus Baker mostrou ser um bom diurético e laxativo.

Oketch-Rabah et al. (1997), isolaram das raizes de Asparagus africanus uma sapogenina
denominada Muzanzagenina que revelou possuir uma actividade antiprotozoaria
(antileishmaniotica e antimalarica) moderada contra Leishmania major e Plasmodium
falciparum. No extracto metandlico das raizes da mesma planta foram isoladas duas saponinas
esteroidais (espirostanosidos e oligofurandsidos).

E neste contexto que no presente trabalho, se fez a avaliacdo da actividadade antimimicrobiana
dos extractos de raizes de Asparagus plumosus Baker e Asparagus africanus (L.) da familia
Liliaceae, popularmente conhecidas como Asparagus ornamental e Asparagus fern

respectivamente.

Jodo, Abel Anténio Trabalho de Licenciatura UEM -2
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1. OBJECTIVOS DO TRABALHO

2.1. Objectivo geral
» Auvaliar a actividade antimicrobiana dos extractos das raizes de Asparagus plumosus

Baker e Asparagus africanus.

2.2. Objectivos especificos
> Realizar testes fitoquimicos para a identificacdo de metabdlitos secundarios presentes nos

extractos das raizes de Asparagus plumosus Baker e Asparagus africanus

» Determinar a actividade antibacteriana dos diferentes extractos contra as seguintes
estirpes bacterianas: Escherichia coli, Staphylococcus aureus, Klebsiella pneumoniae,
Salmonella tyhphi, Salmonella typhimurium e Pseudomonas aeruginosa

> Determinar a actividade antifungica dos extractos das raizes das plantas em estudo contra
Candida albicans.

> Determinar as concentracdes inibitérias minimas dos diferentes extractos das raizes das
plantas em estudo.

» Estabelecer uma correlagéo entre a actividade antimicrobiana dos extractos e a sua
composicdo fitoquimica.
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I11. METODOLOGIA

O presente trabalho obedeceu a seguinte sequéncia:

1. Pesquisa bibliogréfica: consistiu na recolha de informagao usando literatura que aborda
varios assuntos sobre Asparagus africanus e Asparagus plumosus Baker com especial
realce para boténica, fitoquimica, farmacologia e microbiologia;

2. Colheita e preparagdo da amostra;

3. Parte experimental: consistiu na extraccdo de principios activos, testes fitoquimicos e

testes antimicrobianos;

4. Discussdo e interpretacdo dos resultados: a andlise dos resultados consistiu na
comparacdo dos resultados obtidos na parte experimental com os da literatura consultada.
As conclusdes e recomendacdes foram feitas de acordo com os resultados obtidos. Por

fim elaborou-se o relatério final.
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IV. REVISAO DA LITERATURA

4.1. Descrigéo das plantas em estudo

4.1.1. Asparagus plumosus Baker

4.1.1.1 Classificacdo taxonomica

Nome cientifico: Asparagus plumosus Baker
Nome comum: Asparagus ornamental
Sin6nimo: Asparagus setaceus

Reino: Plantae

Divisdo: Magnoliophyta

Classe: Liliopsida

Ordem: Asparagales

Familia: Liliaceae

Género: Asparagus

Espécie: Asparagus plumosus Baker

4.1.1.2. Descricdo botanica
Asparagus plumosus Baker, pertence a familia Liliaceae que corresponde a cerca de 4000

espécies agrupadas em mais de 280 géneros e é formada maioritariamente por ervas providas de

bolbos, rizomas e tubérculos.

Asparagus plumosus Baker é uma planta rastejante com 5m de altura, tem raizes fibrosas com 4-
7cm de comprimento, 0,5cm de largura, tem folhas escamosas e leves, tem flores simples e de
cor branca esverdeada, articulada na base e justa por cima, as pétalas ttm 3-4 mm de
comprimento e as sementes tém cerca de 1 a 3.5 mm de diametro (Faife, 2003 & Andnimo,
2014).
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4.1.1.3. Ocorréncia
Asparagus plumosus Baker é uma planta nativa da Africa Austral e Oriental (Africa do Sul,

Quénia, Etidpia, Nigéria, Zambia e Mocambique), mas é muito cultivada em outros lugares
como planta ornamental. Ocorre no sul dos Estados Unidos da América (EUA) (Califérnia e
Florida), Porto Rico e algumas llhas do Pacifico (Havai e Tonga). Na Australia é encontrada

principalmente no sul e leste do litoral (Demissew, 1997 & Anonimo, 2014).
A propagacao das sementes € feita por vento, passaros, insectos e outros animais.

4.1.1.4. Usos medicinais
E usada na medicina tradicional no tratamento da tuberculose, pneumonia, reumatismo, malaria,

disenteria e para estancar vomito (Faife, 2003). Asparagus plumosus Baker apresenta uma
actividade diurética, laxativa, emoliente, afrodisiaca, anti-séptica; as raizes também sdo usadas

para combater a disenteria (Ahmad et al., 1998).

A parte mais utilizada é a raiz, o0 método de utilizacdo consiste em cortar a raiz em pedacos,
ferver em agua e tomar. Para adultos, a dose recomendada pelos praticantes de medicina
tradicional é de ¥4 do copo com capacidade de 250mL, 3 vezes ao dia; criangas 1colher de cha 3

vezes ao dia.

Utiliza-se na ornamentac¢do, comumente em arranjos florais e para elaboracdo de produtos

cosméticos.
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4.1.2. Asparagus africanus

4.1.2.1. Classificacao taxonémica

Nome cientifico: Asparagus africanus
Nome comum: Asparagus fern

Sinonimo: Protasparagus Africanus

Reino: Plantae

Divisdo: Magnoliophyta
Classe: Liliopsida
Ordem: Asparagales
Familia: Liliaceae

Género: Asparagus

Espécie: Asparagus africanus

4.1.2.2. Descrigdo botanica

Asparagus africanus € um arbusto espinhoso rastejante, perene, pertencente a familia Liliaceae.
Atinge o crescimento de 6m em altitude entre 700 e 3800m acima do nivel do mar (Demissew,
1997). Possui 1-3m de altura, hastes com ramos estendidos, estreitamente definidos, as flores séo
esbranquicadas e geralmente produzidas em pequenos grupos, cada um contendo varias flores, 0s
garfos florais com anteras amarelas cada uma com seus frutos arredondados (5-6 mm de
didmetro) mudam de verde para laranja, e tornam-se um pouco enrugados, a medida que
amadurecem. As folhas sdo carregadas de espinhos com 2-10 mm de comprimento (Navie, 2004
& Anbnimo, 2006).

4.1.2.3. Ocorréncia
Asparagus africanus ocorre em uma variedade de habitats, mas é principalmente uma erva

daninha que varia de floresta sub-tropical a tropical, margens de florestas tropicais, florestas
litordneas, dunas traseiras, florestas abertas. Também invade o ambiente urbano, parques e

jardins. E moderadamente tolerante ao estresse hidrico.
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Asparagus africanus encontra-se distribuido por toda a Africa, partes da Europa, da Asia e

Australia.

Esta planta reproduz-se principalmente por sementes. Os seus frutos sdo facilmente consumidos
e espalhados por péssaros e outros animais. As sementes também podem ser espalhadas em
residuos de jardim (Baerts & Lehmann 2002; Anénimo, 2006).

4.1.2.4. Usos medicinais
E usada na medicinal tradicional no tratamento da malaria, bronquite, cancro da mama (Dikasso

etal., 2012).

Uma variedade de plantas medicinais incluindo Asparagus africanus foi amplamente utilizada
pelos médicos tradicionais na Etidpia para tratamento de impoténcia e feridas (Teklehaymanot &
Giday, 2007; Teferi & Heinz, 2002). Uma infusdo de raizes de Asparagus africanus é utilizada
para curar doencas venéreas. Além disso, a infusdo da raiz misturada com agua pode ser usada
por mulheres no processo de parto (Tchoumbougnang et al., 2005). Na medicina tradicional
nigeriana, a planta é usada para o tratamento de dor de cabeca, dor lombar, dor de estomago e
como auxiliar no parto (Msonthi & Magombo, 1983), as raizes sdo fervidas, misturadas com leite
e a mistura dada a mulheres imediatamente ap6s o parto para liberar a placenta. A planta também
é usada no Senegal e Tanzénia contra hematuria (Desta, 1993), leishmaniose, bilharziose, sifilis e
gonorréia (Oketch-Rabah et al., 1997). O extracto de raiz € aplicado externamente para o alivio
da dor, reumatismo e gota crénica. Os ramos triturados, misturados com manteiga, sao utilizados
como uma pomada para o tratamento de hemorrdide. As sementes sdo usadas na prevencdo de
doencas oculares. A planta é igualmente utilizada como um diurético, para dor de garganta,

tosse, esquistossomose e otite.

Em alguns paises da Africa oriental, as folhas sdo usadas em pomadas por mulheres para
estimular o crescimento de cabelo. No Sudé&o, partes do caule lenhoso sdo usadas para fabricar

lapis. Na Tanzénia a planta € usada na ornamentacdo (Navie, 2004 & Anonimo, 2006).

4.2. Compostos isolados das plantas do género Asparagus com actividade antimicrobiana
Estudos fitoquimicos realizados no género asparagus demonstraram a presenca de compostos

com actividade antimicrobiana, dos quais se destacam lignanas e saponinas. O nyasol (I) foi
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isolado das raizes de Asparagus africanus e também da planta Asparagus cochinchinensis, planta
usada na medicina tradicional em Hong Kong para o tratamento de tuberculose pulmonar,
bronquite e cancro da mama. Destas duas plantas também foram isolados outros compostos com
actividade antimicrobiana, € o caso de muzanzagenina (I1): 2p,12a-dihidroxi- (25R) -spirosta-
4,7dien-3-ona; racemosol (I11):9,10-dihidro-1,5-dimetoxi-8-metil-2,7-fenantrenodiol e ecdisona
(1V): 20-hidroxiecdisona. O composto Il apresenta uma alta actividade antileishmanial (Oketch-
Rabah et al., 1997; Sekine et al., 1997).

Muzanzagenina

(1

Figura 1: Compostos isolados de A. cochinchinensis e A.africanus

O composto (I11) foi isolado das raizes de A.racemosus. Este composto tem uma actividade anti-
toxica. O composto (IV), isolado de A. dumosus, mostra uma actividade antifingica e

antibacteriana

i fe)
I

HsC OCHs on

OCHj

Racemosol (111) Ecdisona (V)

Figura 2: Compostos isolados A.racemosus e A.dumosus
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Da planta A.dumosus Baker foi isolada a dumosida (V), uma saponina esteroidal (Ahmad et al.,
1998).

V)

Figura 3: Saponina isolada de A.dumosus baker

4.3. Actividade antimicrobiana
Os microrganismos sao as formas de vida mais abundantes do planeta e muitos sdo

potencialmente patogénicos para 0s seres vivos. Tanto vegetais como animais tém evoluido,
combatendo o ataque constante de microrganismos, desenvolvendo sistemas de defesa que
variam de acordo com o organismo. Nos vegetais superiores, tem sido observada a presenca de
compostos com amplo espectro de accao, e com potencial aplicacdo como agentes terapéuticos e
como conservantes de alimentos (Montano & Vargas, 2002).
Os antimicrobianos sdo substancias que tém a capacidade de inibir o crescimento e/ou destruir
microorganismos. Podem ser produzidos por bactérias ou por fungos ou podem ser total ou
parcialmente sintéticos (Melo et al., 2012).
Os antimicrobianos sdo importantes componentes do sistema imunitario de muitas espécies e
compreendem trés grandes classes a saber:

» Antibacterianos;

» Antiprotozoérios;

» Antifangicos.
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4.4. Mecanismo de acc¢do dos antimicrobianos
Os antibidticos podem agir sobre bactérias patogénicas susceptiveis, a partir da interrupcao de

seu crescimento e reproducdo - Efeito bacteriostatico. Os agentes bacteriostaticos séo
frequentemente inibidores de sintese protéica e actuam por ligacéo aos ribossomas.

Quando o crescimento € inibido mas nao ocorre morte celular trata-se do Efeito bactericida.

O terceiro efeito dos antimicrobianos descrito é o Efeito bacteriolitico: ha inducdo da morte
celular por lise, levando a diminuicdo da turbidez da cultura e do nimero de células viaveis
(célula capaz de se multiplicar e dar origem a duas células filhas). Exemplos de agentes
bacterioliticos sdo os antibi6ticos que inibem a sintese da parede celular em bactérias, como é o
caso da penicilina (Atlas, 1997; Harris & Thorarensen, 2004). Estes efeitos ocorrem através da
interferéncia sobre as vias metabodlicas desses agentes infecciosos que podem alterar desde a
permeabilidade (membrana externa) até a sintese (parede celular, acido félico, DNA, RNA e
proteinas) dessas bactérias (Pages, 2004).

A accdo dos antibioticos sobre os microrganismos ocorre através de:

1. Accdo antibiotica sobre a parede celular

Os processos de sintese e a lise da parede celular das bactérias em crescimento estdo
continuamente em equilibrio. No caso de ocorréncia da inibi¢do da sintese de algum constituinte
da parede celular, como, por exemplo, o polipeptideoglicano, podera ocorrer um desequilibrio e
accdo de autolisinas destruindo as bactérias (Mcdermott et al., 2003; Harris & Thorarensen,
2004).

Antibiéticos como a penicilina, cefalosporina, fosfomicina, vancomicina, ristocetina e
bacitracina inibem a sintese da parede celular competindo ou inibindo as enzimas participantes
desta sintese (Patel et al., 2004; Bomono e Szabo, 2006).

2. Accao antibiotica sobre a membrana celular

Alguns antibioticos passam livremente para o interior da célula bacteriana, como por exemplo a
espiramicina e o cloranfenicol, enquanto outros penetram através de um sistema activo de
transporte, como ocorre com a fosfomicina e os aminoglicosideos (Hashimoto, 1997; Nikaido,
2001) Existem antibacterianos (ex: polimixinas) que se ligam aos constituintes normais da

membrana causando uma desorganizacdo funcional, j& que modificagdes na permeabilidade
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podem comprometer o metabolismo da célula (Majiduddin et al., 2002; Perez-Trallero &
Iglesias, 2003). Tendo em vista que a membrana celular das bactérias é semelhante & membrana
das células de mamiferos, os antibiéticos que agem sobre a membrana podem ser toXicos para as

células humanas (Nikaido, 2001).

3. Accao antibidtica sobre a Sintese de proteinas
As acgdes dos antibioticos sobre sintese de proteinas consistem em:
> Inibir a formacdo das ligacGes peptidicas durante o alongamento da cadeia polipeptidica.
Ex: Cloranfenicol
» Interagir com a subunidade 50S do ribossomo 70S. Ex: Eritromicina
> Interferir na fixacdo do tRNA no ribossoma, impedindo assim, a adi¢cdo de aminoacidos.
Ex: Tetraciclinas.
> Interferéncia no inicio da sintese protéica, alterando a conformacéo da subunidade 30S,
no ribossoma 70S procaridtico, induzindo a leitura errbnea do mMRNA. EXx:
Estreptomicina e Gentamicina.
> Ligacdo irreversivel ao RNA-polimerase das bactérias blogueando a iniciacdo da cadeia
de RNA. Ex: Rifocinas (Bomono & Szabo, 2006).

4. Accdo antibiotica sobre a replicacdo do DNA cromossémico

O DNA cromossémico é formado por duas cadeias de nucleotideos em espiral onde o
superespiramento € controlado por ac¢cdo da DNA-girase (topoisomerase Il) e a replicacdo pela
DNA-polimerase (Harris & Thorarensen, 2004). A maioria dos antibi6ticos que agem sobre a
replicacdo do DNA ndo apresenta toxicidade selectiva, afectando as células humanas, como é o
caso da mitomicina. Outros sdo empregues na terapéutica como griseofulvina, novobiocina e as

quinolonas (Bomono & Szabo, 2006).

4.5. Resisténcia aos agentes antimicrobianos
A resisténcia pode ser considerada um fendmeno ecolégico (natural) que ocorre como resposta

do microrganismo frente a0 amplo uso de antibiGticos e sua presenca no meio ambiente. Os

microrganismos multiplicam-se rapidamente, sofrem mutacao, podendo trocar material genético

Jodo, Abel Anténio Trabalho de Licenciatura UEM - 12



Avaliacdo da actividade antimicrobiana das raizes de Asparagus plumosus baker e
Asparagus africanus

entre linhagens da mesma espécie ou de espécies diferentes. Sdo considerados seres de alta
capacidade de adaptacéo a diversos factores, como a exposi¢do a agentes quimicos potentes.

O conhecimento dos mecanismos bioquimicos e genéticos envolvidos na resisténcia microbiana
é de grande importancia para se entender como estes podem desenvolver a resisténcia. Apesar
destes mecanismos variarem de patdgeno para patdgeno, a resisténcia é causada por alguns
factores basicos que incluem: inactivacdo do antibiotico directamente na molécula bioactiva por
alteracbes quimicas, geralmente promovidas por enzimas; modificacdo do alvo que leva a perda
de sensibilidade ao antibidtico; mudangas na bomba de efluxo e permeabilidade externa da
membrana que promove a reducdo da concentracdo do antibiotico sem a sua modificacdo
quimica; transmissdo do alvo — alguns microrganismos tornam-se insensiveis a alguns
antibioticos porque sdo capazes de transmitir a inactivacdo de uma determinada enzima, ou seja,
os antibidticos com mecanismos de accao que envolvem inibicdo enzimatica tornam-se inactivos

por ndo terem o alvo para actuar (Guimardées et al., 2010).

4.6. Mecanismos bioquimicos da resisténcia microbiana
Os microrganismos podem desenvolver resisténcia aos antibidticos por meio de

alguns mecanismos bioquimicos ja bem difundidos na literatura (Jacoby, 2005). Esses
mecanismos incluem:

a) modificacdo quimica do antibiético, através de enzimas especificas;

b) alteracdo do sitio de ligacdo do antibidtico;

c) substituicdo do sitio de ligacdo da droga;

d) diminuicdo da permeabilidade ao antibittico;

e) aumento da sintese de substracto com o qual a droga compete;

f) efluxo do antibiotico, por intermédio de transporte activo;

g) sintese de proteinas protectoras dos ribossomos.

Esses mecanismos podem coexistir em uma mesma estirpe que ainda pode desenvolver
resisténcia cruzada contra distintos antibioticos (Gold & Moellering, 1996). A resisténcia pode
ser consequéncia da acgéo de outros factores, como o sitio de infecgdo onde se encontra a estirpe
microbiana e a concentracdo do antibiotico.

O uso inadequado de antibioticos e a sobrevivéncia de bactérias em individuos imunodeprimidos

aumentam a exposi¢cdo dos microrganismos a esses antibidticos, possibilitando também o
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surgimento de estirpes resistentes (Chumpolkulwong, 2004). Assim, dentre inimeras bactérias,
uma pode sofrer mutacdo gerando estirpes resistentes que podem ser seleccionadas pelos
antibidticos.

Estas estirpes multiplicam - se, podendo passar 0s seus genes de resisténcia através de diferentes

mecanismos genéticos de aquisicdo (Chumpolkulwong, 2004).

4.7. Descri¢é@o dos microrganismos usados

4.7.1. Staphylococcus aureus

Staphylococcus aureus, sdo cocos Gram-positivos, imdveis, ndo produtores de esporos, catélase
positiva, que tendem a formar agrupamentos irregulares semelhantes a cachos de uva e que
podem eventualmente ser encontrados em diversos espécimes clinicos. Sdo amplamente
distribuidos na natureza e fazem parte da microbiota normal da pele e mucosas dos mamiferos e
aves. Sao facultativos quanto a respiracéo e pouco exigentes nutricionalmente. Crescem no Agar
Manitol Salgado, e sdo activos metabolicamente, fermentando carboidratos e produzindo

pigmentos que variam do branco ao amarelo forte (Duarte et al., 2004).

S.aureus é causadora de doencas mediadas por toxinas (sindroma de pele escaldada, intoxicagédo
alimentar, chogue toxico) e infec¢bes supurativas (impetigo, foliculite, furdnculos, carbunculo,

bacteremia, endocardite, pneumonia, empiema, osteomielite, artrite séptica).

4.7.2. Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae, Salmonella tyhphi, Salmonella typhimurium e
Pseudomonas aeruginosa

Caracteristicas gerais

Sdo membros da familia Enterobacteriaceae, 0 maior e 0 mais heterogéneo conjunto de bacilos
Gram-negativos, clinicamente importantes. Um total de 40 géneros e 150 espécies e subespécies
foram descritos. As enterobacteriaceaes sao organismos ubiquitarios, encontrados no solo, na
agua e na vegetacgdo, e sdo parte da microbiota intestinal da maioria dos animais, incluindo os

humanos (Murray et al., 2010).
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a) Escherichia coli

E um bastonete Gram negativo, ndo esporulado, oxidase negativa, movel por flagelos
peritriquios ou ndo mdvel, anaerdbia facultativa capaz de fermentar a glicose e a lactose com

producdo de &cidos e gases (Bettelheim, 2007)

O género Escherichia consiste em cinco espécies, das quais E. Coli € a mais comum e

clinicamente mais importante.

Doencas causadas por E. coli

E.coli é causadora de bacteremia, gastroenterites, infec¢fes do tracto urinario limitadas a bexiga
(cistite), podendo-se disseminar para os rins (pielonefrite) ou prostata (prostatite), meningite
neonatal e infeccBes intra-abdominais associadas a perfuracdo intestinal. E. Coli estd também

associada a diarreia aquosa, vomitos, colicas, febre baixa (Murray et al., 2010).

b) Klebsiella pneumoniae

A Klebsiella pneumoniae é uma das principais representantes do género Klebsiella. Dentre as

espécies de Klebsiella conhecidas, alem da Klebsiella pneumoniae, pode-se citar as seguintes:

Klebsiella oxytoca; Klebsiella ozaenae; Klebsiella ornithinolytica; Klebsiella planticola e
Klebsiella terrigena. Sdo anaerdbios facultativos ou aerdébios, fermentam um grande numero de
carboidratos, possuem estrutura antigénica complexa e produzem uma variedade de toxinas e de
outros factores de viruléncia. Sendo bactérias entéricas, estabelecem-se no trato intestinal normal
alguns dias ap06s o nascimento e, a partir dai, constituem uma parte importante da flora
microbiana aerdébia (anaerdbia facultativa normal). A Klebsiella pneumoniae também é
encontrada no trato respiratorio, em aproximadamente 5% dos individuos normais (Farmer &
Kelly, 1991; Murray et al., 2010).

Doencas causadas por Klebsiella pneumoniae
E responséavel por uma parte das pneumonias bacterianas, infecgdes oportunistas e nosocomiais,
sendo uma das causadoras da pneumonia lombar; pode provocar extensa consolidacdo

necrotizante hemorragica dos pulmdes e formacéo de cavidades; causa pneumonia em pacientes
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debilitados ou imunodeprimidos, sendo os alcodlatras particularmente susceptiveis a infeccdo.E
invasora secundaria em pulmdes de pacientes com bronquiectasia crénica, infectados por virus
influenzae ou pelo bacilo da tuberculose. Pode ser o microorganismo dominante em fibrose
cistica.

Algumas vezes, da origem a infeccdo do trato urinario e bacteremia, com lesbes focais em
pacientes debilitados. Pode causar infeccdo das vias biliares, do ouvido médio, dos seios
mastoideos e paranasais, peritonite, conjuntivite em lactentes jovens, meningite e quadro séptico
(Hervas et al., 1993 & Koutouby & Habibulla, 1995)

c) Salmonella tyhphi

Salmonella tyhphi é uma bactéria em forma de bastonete, anaerdbica facultativa e activa que é
susceptivel a varios antibiéticos. A identificacdo laboratorial pode ser alcangada por crescimento
em &gar MacConkey. Actualmente, 107 estirpes deste organismo foram isoladas, muitas
contendo caracteristicas metabdlicas variaveis. As toxinas sdo produzidas principalmente no
tracto gastrointestinal dos seres humanos e animais e ndo formam esporos.

Salmonella typhi € uma bactéria que se transmite por meio de alimentos ou &gua contaminados
com matéria fecal ou urina de pessoas portadoras (transmissao fecal-oral). E resistente a baixas
temperaturas 0 que permite a sua transmissdo através de alimentos conservados a baixas
temperaturas (David, 2003).

Doencas causadas por Salmonella tyhphi

A infeccdo por S. typhi leva ao desenvolvimento de febre tiféide ou entérica. Esta doenca é
caracterizada pelo aparecimento repentino de uma febre continua e sistémica, dor de cabeca,
néduseas e perda de apetite. A febre tifoide ou febre entérica € uma doenca infecciosa grave e
aguda que constitui um problema grave de saude publica em quase todo 0 mundo, porém a sua
incidéncia é maior em paises com baixos niveis de higiene e saneamento do meio ambiental.
Outros sintomas incluem constipacdo ou diarreia, aumento do baco, possivel desenvolvimento de

meningite e / ou mal-estar geral (Kidgell et al., 2002 & Murray et al., 2010).
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d) Salmonella typhimurium

Salmonella typhimurium € uma bactéria em forma de haste. Quando cultivadas em agar habitual,
0 organismo forma colonias esféricas lisas cerca de duas a quatro milimetros de didmetro.
Quando cultivadas em agar entérico Hektoen, as colonias sdo azul-esverdeadas com centros
pretos, indicando que a espécie nao fermenta lactose (comum a muitas espécies de Salmonella).
S. typhimurium pode ser encontrado em certos alimentos, no limen intestinal e também dentro da
matéria fecal de um hospedeiro infectado. A intoxicacdo alimentar ocorre muitas vezes quando
uma pessoa consome carne crua ou entra em contato com a matéria fecal de um individuo
infectado. (Murray et al., 2010).

Doencas causasdas por Salmonella typhimurium

Os sintomas mais comuns incluem: diarreia, vémitos e febre que duram entre dois a cinco dias.
S. typhimurium infecta o hospedeiro por penetracdo da mucosa intestinal e migra para o bago e

figado, onde causa doenca sistémica (Rosenberger et al., 2000).

e) Pseudomonas aeruginosa

P. aeruginosa é uma bactéria aerdbica, ndo-fermentadora, que se apresenta sob a forma de
bastonetes isolados ou aos pares, movidos por flagelos polares (Kiska & Gilligan, 1999; Trabulsi
et al., 1999). Esta espécie comumente habita o solo, 4gua e vegetais, e faz parte da microbiota
normal do ser humano, podendo ser encontrada na pele, garganta e nas fezes de individuos
sadios. Pode ser considerada oportunista, uma vez que causa doenca em individuos
imunocomprometidos (Silva, 1999; Murray et al., 2010).

Doencas causadas por Pseudomonas aeruginosa

Infecgdes otoldgicas: Otite — uma infeccdo do canal auditivo externo, esta infeccdo causa uma
dor intensa e leséo nervosa e é mais comum em individuos diabéticos.

Infeccdes oftalmologicas: A P.aeruginosa pode produzir tlceras no olho apos penetra-lo atraves
de uma lesdo oftalmica de uma lente de contato. Outras patologias associadas a P.aeruginosa sdo
a artrite infecciosa, pneumonia grave, uretrite, cistite e pielonefrite (infecgdo urinaria
complicada) (USP, 2001).

4.7.3. Candida albicans
Caracteristicas gerais
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S&o leveduras de forma oval, tém entre 2 a 6 um de diametro. Apresentam brotos, e hifas e
pseudo-hifas. As espécies de Candida existem como comensais, aerobios e sdo considerados
microorganismos oportunistas presentes na microbiota normal da cavidade oral e dos tratos
gastrointestinal e urogenital de seres humanos. Geralmente ndo ocasionam processos infecciosos
em individuos saudaveis, mas podem acometer pacientes imunocomprometidos e/ou sob terapia
antimicrobiana por um periodo de tempo prolongado (Suzuki, 2009 & Matos et al., 2009).
Doencas causadas por C. albicans

O principal sitio de colonizagcdo é o tracto gastrointestinal, desde a boca até recto. Esses
microrganismos também podem ser encontrados como comensais na vagina e na uretra, na pele e
nas unhas das maos e dos pés.

As infecgdes por Candida incluem: infeccdo orofaringea, esofagite, infeccdo vulvovaginal,
infeccbes da pele e das unhas, candidiase muco-cutinea crdnica, pneumonia, endocardite,
pericardite, infeccdo do sistema nervoso central, infeccdo ocular, infeccdo dos 0ssos e

articulacoes, infeccdo abdominal e infeccdes hematogénicas (Murray et al., 2010).

4.8. Principais metabolitos secundarios com actividade antimicrobiana
As plantas sdo conhecidas como produtoras de constituintes quimicos que sdo de natureza toxica

para bactérias e fungos que sdo formados durante os processos de metabolismo da planta. Varios
estudos demonstraram que uma ampla gama de plantas possui actividade antimicrobiana in vitro.
O estimulo para a sintese de metabolitos com actividade antimicrobiana nas plantas pode
produzir-se na presenca de fraccBes de polissacaridos presentes na parede celular de patdgenos.
Varios tipos de metabolitos secundarios de plantas foram relacionados com a actividade
antimicrobiana: compostos fendlicos (quinonas, flavondides e taninos), terpendides e 6leos

essenciais, alcaloides e saponinas (Lopez, 2010).

4.8.1.Saponinas
Quimicamente as saponinas sdo heterdsidos de genina esterdides ou triterpénicas que tém como

caracteristica comum a propriedade de reduzirem a tensdo superficial da dgua, o que explica a
sua accao detergente, emulsionante, de formacdo de espuma persistente e a sua elevada
toxicidade para os peixes (Cunha et al.,, 2009). Este facto resulta da combinacdo dos

agrupamentos polares com elementos estruturais ndo-polares das saponinas (Santos, 2009).
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Na sua estrutura, a saponina possui uma parte com caracteristica lipofilica (triterpeno ou
esterdide) e outra hidrofilica (agucares). O comportamento anfifilico das saponinas € a
capacidade de formar complexos com esterdides, proteinas e fosfolipidos de membranas e
determinam um namero variado de propriedades bioldgicas para essas substancias, destacando-
se a sua acgdo sobre membranas celulares, formando poros, produzindo vazamento das células e
alterando a sua permeabilidade; um amplo efeito citotdxico ou antimicrobiano € geralmente
consequéncia desta interacgédo (Simdes et al., 2007).

Saponinas sdo frequentemente subdivididas em duas classes principais, triterpénicas e
esteroidais, ambas derivadas do precursor éxido de esqualeno, com 30 a&tomos de carbono (C30).
A diferenca entre estas duas classes sdo que as saponinas esteroidais tém 3 grupos metilo a
menos (C27), enquanto as saponinas triterpénicas se mantém com 30 &tomos de carbono.
Subdivisdes das principais classes sdo baseadas em modificagfes adicionais, como rearranjos,
ciclizacdes, oxidacdes (formacdo de grupos hidroxilo, carbonilo e carboxilo), glicosilaces,
insaturacdes e degradacGes, além da presenca de grupos como DDMP (2,3-diidro-2,5- dihidroxi-
6-metil-4H-piran-4-ona) e angeloila como substitutos de hidroxilos (Ribeiro, 2012).

A partir das fraccOes de acetato de etilo, cloroférmio e metanol dos extractos de raizes da planta
Asparagus racemosus, foi isolada uma saponina esteroidal denominada Shatavarin 1V que

revelou uma actividade anticancerigena e citdxica (Mitra et al., 2012)

sl

Glu——Glu—Glu—0O

(V1) Shatavarin

Figura 4:Saponina isolada de Asparagus racemosus.
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4.8.2.Taninos
Os taninos pertencem a um grupo de compostos fendlicos provenientes do metabolismo

secundario das plantas e sdo definidos como polimeros fendlicos solliveis em agua que
precipitam proteinas. Apresentam alto peso molecular (500-3000 Daltons) e contem grupos
hidroxilos fendlicos em quantidade suficiente para permitir a formacéao de liga¢fes cruzadas com

proteinas.

Classicamente, segundo a estrutura quimica, os taninos sdo classificados em dois grupos:
hidrolisaveis e condensados. Os taninos hidrolisaveis consistem em ésteres de acidos galicos e
acidos elagicos glicosilados, formados a partir do chiquimato, onde os grupos hidroxilos do
acucar sao esterificados com os éacidos fenolicos. Os taninos condensados (TC) ou
proantocianidinas sdo constituidos por unidades flavanol: flavan-3-ols (catequina) ou flavan 3,4-
diols (leucoantocianinas). Eles estdo presentes em maior quantidade nos alimentos normalmente
consumidos. Os TC podem conter duas a cinquenta unidades flavanoides; possuem estruturacdo
complexa; sdo resistentes a hidrélise, mas podem ser solveis em solventes organicos aquosos,
dependendo de sua estrutura (Monteiro et al., 2005).

Diversos estudos sobre actividade dos taninos evidenciaram importante accdo antibacteriana,
accao sobre protozoarios, na reparacdo de tecidos, regulacdo enzimatica e proteica, entre outros.
Estes efeitos dependem da dose e do tipo de tanino ingerido.

Actividades bactericidas e fungicidas ocorrem por trés caracteristicas gerais comuns aos dois
grupos de taninos: complexacdo com ides metalicos; actividade antioxidante e sequestradora de
radicais livres; habilidade de complexar com outras moléculas, principalmente proteinas e
polissacaridos (Mello & Santos, 2001).

A ligacdo entre taninos e proteinas ocorre, provavelmente, atraves de pontes de hidrogénio entre
o0s grupos fenolicos dos taninos e determinados sitios das proteinas, emprestando uma duradoura
estabilidade a estas substancias (Monteiro et al., 2005).

Extractos ricos em taninos e até mesmo taninos purificados, ja foram descritos na literatura como
potentes inibidores de peconhas de serpentes (Farrapo et al., 2011; Moura et al., 2013). Essa

accdo de inibicdo pode ser devido a capacidade que os taninos tém de se ligarem a metais e de
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precipitar proteinas. Assim, podem actuar como quelante dos ides de célcio, ou até mesmo
formar complexos com essas proteinas das peconhas (Mendes et al., 2013).

Sanches et al. (2005), avaliaram a actividade antioxidante e fungicida dos extractos do caule e da
casca de Stryphnodendron obovatum Benth contra as seguintes leveduras: Candida albicans,
Candida parapsilosis, Candida krusei e Candida tropicalis. Ainda nesta planta foram
identificados dois taninos que demonstraram alguma actividade antimicrobiana (Sanches et al.,
2005).

OR
OR OR
OR

RO 0 s

OR OR

oy
///OR OR

OR

(Vi) (Vi)

Figura 5:Taninos com actividade antimicrobiana isolados da planta Stryphnodendron
obovatum Benth.

4.8.3. Flavonoides
Flavondides sdo compostos polifendlicos biossintetizados a partir da via dos fenilpropanoides e

do acetato, precursores de varios grupos de substdncias como aminodcidos alifaticos,
terpendides, acidos gordos dentre outros. Eles participam de importantes funcfes no crescimento,
desenvolvimento e na defesa dos vegetais contra o ataque de patdgenos (Dornas et al., 2007).

Quimicamente sdo caracterizados por serem compostos de baixo peso molecular com uma
estrutura comum (ver a Figura 6), contendo quinze atomos de carbonos (C6-C3 C6), isto é,
apresentam dois nucleos benzénicos ligados a um nucleo heterociclico. Normalmente designa-se
0 primeiro nucleo benzénico pela letra A, o segundo pela letra B, e o terceiro nucleo

heterociclico pela letra C .
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Figura 6: Estrutura basica dos flavondides e numeracdo recomendada pela IUPAC. (Fonte:
Heim et al., 2002)

Cada vez mais, os flavonoides tém sido referidos como possuindo muitas propriedades Uteis,
incluindo a actividade anti-inflamatoria, estrogénica, antimicrobiana, anti alérgica, antioxidante ,

vascular e citotoxico (Barros , 2012).

A actividade antifungica dos flavonoides tem sido atribuida a capacidade generalizada destes de
inibir a germinacdo de esporos patogénicos de plantas, facto que concorre para uso contra
fungos patogénicos do homem. Um exemplo destes compostos é a Galangina (IX): 3,5,7-
trihidroxi-2-fenilcrom-4-ona; € um flavonol vulgarmente encontrado em amostras de propolis,
tem sido demonstrado que possui uma actividade inibidora contra Aspergillus tamarii,
Aspergillus flavus, Cladosporium sphaerospermum, Penicillium digitatum e Penicillium

italicum.

Os flavonobides sdo conhecidos por serem sintetizados por plantas em resposta a uma infeccdo
microbiana; por esta razdo estes compostos foram usados em ensaios in vitro como substancias
antimicrobianas, tendo mostrado eficacia contra uma ampla gama de microrganismos. As
catequinas (X) tém sido extensivamente pesquisadas devido a sua actividade antibacteriana in
vitro contra Vibrio cholerae, Streptococcus mutans, Shigella e outras bactérias. Varios outros
flavondides como a apigenina, galangina, flavona e flavonodides glicosideos, isoflavonas e
calconas, tém sido demonstrados como tendo uma potente actividade antibacteriana (Arif et al.,
2011 & Flambo, 2013).

Assim, 0 mecanismo de ac¢do antimicrobiana pode estar relacionado com sua capacidade de
inactivar enzimas microbianas, proteinas da parede celular e rompimento das membranas

microbianas.
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Actualmente varios pesquisadores tém mostrado interesse na actividade inibidora de alguns
flavondides contra o virus da imunodeficiéncia humana (VIH). Estudos in vitro demonstraram
que baicalina (XI) inibe infeccdo e replicacdo por VIH e impedem a sua replicacdo. Também tem
sido relatado que os flavondides como crisina, acacetina e apigenina sdo usados na prevengao
contra 0 VIH-1 através de activacdo dum mecanismo que provavelmente envolve a inibicdo da

transcricdo do RNA viral (Cushnie & Lamb, 2005).

OH
HO o
| OH
OH @) OH
Galangina (1X) Catequina (X)

HO o

HO |

o

Baicalina (XI)

Figura 7: Estruturas de alguns flavondides com actividade antimicrobiana

4.8.4. Alcaldides
Os alcaldides sdo compostos organicos ciclicos que possuem pelo menos um atomo de

nitrogénio no seu anel. Na sua grande maioria os alcaléides possuem caracter alcalino, ja que a
presenca do atomo de nitrogénio apresenta um par de electrdes ndo compartilhados. Contudo,
existem alcaldides de caracter &cido, como por exemplo a colchicina. Os alcalbides sdo
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sintetizados no reticulo endoplasmatico, concentrando-se, em seguida, nos vacuolos e, dessa
forma, ndo aparecem em células jovens. S&o encontrados principalmente em plantas, mas
também numa menor extensdo em microrganismos e animais. Os atomos de nitrogénio de muitos
alcal6ides estdo presentes nos anéis heterociclicos e em poucos casos, 0 nitrogénio pode estar
presente na forma de uma amina primaria ou em forma de aminogrupo quaternario.

Diferentes sistemas de classificacdo podem ser adoptados para os alcaldides. Essencialmente sdo

baseadas em:

1. Accéo farmacoldgica (a actividade bioldgica);

2. Estrutura quimica (tipo de azoto, heterociclico ou ndo heterociclico e do tipo de anel);
3. Origem bioquimica (via biossintética da producédo na planta);

4. Origem taxonomica (familias de plantas ricas em alcaloides) (El-Sakka, 2010).

Os alcaldides apresentam inimeras actividades farmacoldgicas, estas podem variar de ténicas,
anti-canceriginas, analgésicas, narcoticas, estimulantes, anti-asmaticas, expectorantes, anti

hipertensivas, relaxantes musculares, citotoxicas, antimicrobianas entre outras (Souza, 2008).

Ensaios realizados na planta Sida acuta, revelaram altas propriedades farmacoldgicas dos
extractos desta planta. A actividade antimicrobiana foi em particular revelada pela presenca de
quinolina (usada no tratamento da malaria, sendo eficaz e utilizada no tratamento de infecgdes do
trato respiratério, urinario e diabetes em varios paises do Centro Oeste do continente Africano) e
criptolepina, constituido por dois alcaldides que foram isolados no extracto metandlico de Sida
acuta e Cryptolepis sanguinolenta tendo sido demosntrada a sua actividade antimicrobiana
inibindo in vitro o crescimento das bactérias Escherichia coli e Shiguella dysenteriae (Karou et
al., 2005; Kumar & Etukala, 2008)

Navarro & Delgado (1999), isolaram dois alcaldides, dihidrocheleritrina (XII) e
dihidrosanguinarina (XIIl) a partir das partes aéreas da planta Bocconia arborea. Os dois
compostos demonstraram uma importante actividade antimicrobiana contra bactérias Gram
positivas e negativas e contra a levedura Candida albicans (Lopez, 2010; Navarro & Delgado,
1999).
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Figura 8:Estrutura de alcaldides isolados da planta Bocconia arborea

4.8.5.Terpendides e 0leos essenciais
Os 06leos essenciais sdo compostos naturais lipofilicos, volateis e complexos, caracterizados por

um forte odor sendo sintetizados por plantas aromaticas durante o metabolismo secundario
(Machado & Fernandes Jr, 2011)

Os oleos essenciais estdo altamente enriquecidos por compostos com estrutura base do isopreno.
Estes compostos sdo chamados monoterpenos, a estrutura quimica geral é C1oH1g € eles também
podem existir como diterpenos, triterpenos e tetraterpenos (C20, C30, C40 respectivamente),
assim como hemiterpenos (C5) e sesquiterpenos (C15). Quando os compostos contém elementos
adicionais, geralmente o oxigénio, sdo chamados de terpenoides (Simdes et al., 2007 & Cowan,
1999).

Os Oleos essenciais apresentam diferentes propriedades bioldgicas, como a accdo larvicida,
atividade antioxidante, ac¢do analgésica e anti-inflamatoria, fungicida e actividade antitumoral
(Lopez, 2010).

O mecanismo de acgdo antimicrobiana dos terpenos ndo foi ainda completamente elucidado,
porém supde-se que envolve uma disrupgdo da membrana por meio dos compostos lipofilicos.
De acordo com Mendoza et al. (2001), o aumento da hidrofilicidade do caureno diterpenoide,
diminui drasticamente a atividade antimicrobiana.

O sesquiterpeno cinamoyloxy-1-hydroxieudesm-4-em 3-ona (XIV), proveniente das raizes da

planta Vernonathura tweedieana, isolado e identificado por Portillo et al. (2005),demonstrou
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uma actividade antifingica contra uma espécie de dermatomicose Trichophyton mentagrophytes

com uma concentracgdo inibitéria minima (CIM) de 4 ug/mL (L6pez, 2010).

CHj,

CHj;

OH XV

Figura 9: Estrutura de sequiterpeno isolado da planta Vernonathura tweedieana

4.8.6.Quinonas
Sdo dicetonas ciclicas insaturadas com grupos carbonilicos envolvidos no sistema das ligacoes

duplas conjugadas. Sdo ubiquas na natureza e sdo caracteristicamente de alta reactividade. As
quinonas podem ser consideradas como produtos de oxidacdo de fenodis; da mesma forma, a
reducdo de quinonas pode originar os correspondentes fendis. A sua principal caracteristica é a
presenca de dois grupos carbonilicos que formam um sistema conjugado, com pelo menos duas
ligagOes duplas C-C (Cowan, 1999; Simdes et al., 2007). Com base na sua estrutura molecular,
as quinonas sdo divididas em diferentes grupos, utilizando-se como critério o tipo de sistema
aromatico que sustenta o anel quinonoidica: benzoquinonas — um anel benzénico; naftoquinonas

- um anel naftalénico; antraquinonas - um anel antracénico linear ou angular.

As quinonas formam complexos irreversiveis com aminoacidos nucleofilicos em proteinas,
muitas vezes levando & inactivagdo da proteina e perda de funcdo. Por esse motivo, o potencial
de efeitos antimicrobianos de quinonas é grande (Silva et al., 2003).

Brandelli at al. (2004), evidenciaram que a complexacdo de metais € um dos mecanismos

envolvidos na actividade antimicrobiana de naftoquinonas. As naftoquinonas sdo responsaveis
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pelas actividade antibacteriana, antifungica e antitumoral de extractos de Kigelia pinnata, uma

planta pertencente a familia Bignoniaceae. (Lopes, 2010)

Decosterd at al. (1994), demonstraram actividade inibitoria da replicagdo do virus VIH pela
naftoquinona trimérica, isolada de Conospermum incurvum planta da familia Proteaceae. Em
outro estudo, Agarwal at al. (2010), comprovaram a actividade antifungica das quinonas reina
(XV), fisciona (XVI), aloe-emodina (XVII) e crisofanol (XVIII) isoladas de Rheum emodi,
planta da familia Polygonaceae.

OH o OH o
CH,OH
COOH
o OH o OH

Reina (XV) Aloe emodina (XVI)

OH 0 OH
o) OH
H,CO~ II ‘I i “CHj CHs
o) o

Fisciona (XVII) Crisofanol (XVIII)

FiguralO: Estrutura de quinonas isoladas da planta Rheum emodi
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V. PARTE EXPERIMENTAL

Esta parte corresponde a execugdo pratica do trabalho, onde sdo apresentados os procedimentos
usados, desde a colheita da amostra até a realizacdo dos ensaios laboratoriais de acordo com o0s
objectivos definidos e com as condicdes técnicas e materiais disponiveis.

Na figura abaixo estd esquematizada a sequéncia das actividades seguidas durante a realizacdo
do presente trabalho.

Testes N Testes
oo Extraccéo L
fitoquimicos antimicrobianos

Figurall:Esquema geral das etapas seguidas no trabalho

5.1.Colheita e identificacdo botanica das plantas
O material vegetal usado (raizes de Asparagus africanus e Asparagus plumosus Baker) no

presente trabalho foi colhido no dia 14 de Agosto de 2012, no bairro de Chiboene, localidade de
Mahulane, distrito da Moamba na provincia de Maputo. As plantas colhidas foram
posteriormente identificadas no herbario do Departamento de Ciéncias Biologicas da Faculdade
de Ciéncias da UEM.

5. 2. Solventes e reagentes usados na extraccao e testes fitoquimicos
Para a realizagdo das extraccOes e dos testes fitoquimicos foram usados os reagentes e solventes

gue séo descritos na tabela abaixo.
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Tabel 1: Solventes e Reagentes

Agua destilada NaOH a 5%

Eter de petroleo HCl a 2%

Diclorometano Cloreto férrico a 2%

Acetato de etilo H,SO, concentrado

Metanol Reagente de Mayer ( K;[Hgls])
n-Butanol Reagente de Dragendorff (K,[Bils])
Acetato de magnésio Reagente de Wagner ([12/K1])
Acetato de chumbo Sulfato de sédio (Na,SO4) anidro
NH;,OH a 10%

5.3. Preparacéo dos extractos brutos
Os extractos usados para os testes fitoquimicos e para avaliacdo da actividade antimicrobiana

foram preparados por maceracgdo sob agitacdo constante a temperatura ambiente.

5. 3.1. Maceracao sequencial por ordem crescente de polaridade
Para a realizacdo da extraccdo por ordem crescente de polaridade, pesou-se 100 g do pd das

raizes das duas plantas em estudo (A.africanus e A.plumosus Baker), em seguida foram
submetidas a maceracdo dinamica com 500 mL de éter de petr6leo durante 72 h. Separou-se 0
residuo da solucdo por filtracdo e concentrou-se o filtrado no vaporizador rotativo. Secou-se 0
residuo durante 24 h e adicionou-se 500 mL de diclorometano para a maceragdo durante 72 h a
temperatura ambiente, sob agitacdo constante. Separou-se o residuo da solucdo por filtracdo e
concentrou-se o filtrado no vaporizador rotativo. O mesmo procedimento foi feito com o0s
solventes subsequentes, acetato de etilo e metanol respectivamente. O extracto metandlico obtido
foi dissolvido em 150 mL de agua destilada e depois procedeu-se com a extrac¢do sucessiva (2 e
3 vezes respectivamente), primeiro com acetato de etilo (EtOAc) com volumes iguais de 50mL
cada e depois com o n-Butanol usando volumes iguais de 40mL cada obtendo-se duas fases: fase
organica e fase aquosa. A organica (n-butandlica) foi concentrada no vaporizador rotativo,
obtendo-se assim um extracto pastoso de cor castanha. Todos os extractos obtidos foram usados

para testes fitoquimicos e avaliacdo da actividade antimicrobiana.
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P6 da raiz

1)Maceracdo durante 72 h com éter de petréleo (EP)
2) Filtragdo

Evaporacéo

Extracto EP »| Extracto seco

Residuo

1)Secagem durante 48h
2)Maceracéo durante 72 h com diclorometano (DCM)
3) Filtragdo

Evaporacéo
Residuo Extracto DCM ﬂ Extracto seco
1)Secagem durante 48h
2)Maceracgéo durante 72 h com Acetato de etilo (EtOAc)
3) Filtragéo

Evaporacéo
Residuo Extracto EtOAC J Extracto seco

1)Secagem durante 48h
2)Maceragdo durante 72 h com metanol (MeOH)
3) Filtragdo

Testes
antimicrobianos

/

Residuo

Evaporacao
Extracto porag
MeOH _ﬂ Extracto seco

1)Dissolucéo em agua
2)Adicéo de acetato de etilo
3)Adicéo de n- butanol

4) Decantagéo

Descartado

Evaporacéo

Frac¢do aquosa Frac¢do n-butanolica

Descartada ey | EXtracto seco

Figura 12:Esquema das etapas da maceragdo sequencial
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5.3.2. Maceracéo directa
Na maceracdo directa, pesou-se 100 g do pd das raizes das duas plantas em estudo e foram

submetidos a maceragdo dindmica com 500 mL de metanol durante 72 h. Separou-se o residuo
da solucéo por filtracdo e concentrou-se o filtrado no vaporizador rotativo. Igual procedimento
foi realizado para uma segunda maceracao, desta feita usando como solvente uma mistura entre

metanol e 4gua nas proporcées de 9:1.

5. 4. Testes fitoquimicos
Para a identificacdo dos metabdlitos secundarios presentes nas raizes das duas plantas, foram

realizados testes qualitativos colorimétricos e de precipitacdo. As classes dos metabdlitos
secundarios testados foram: saponinas, flavondides, taninos, antraquinonas, esteroides/

triterpendides e alcaldides.

5.4.1. Ensaios de reconhecimento dos flavonéides
a) Reacc¢do com acido sulfarico

Tomou-se uma aliquota de cada extracto bruto, colocou-se num tubo de ensaio e adicionou-se 4
gotas de acido sulfurico concentrado.

b) Reacgédo de Shinoda

Tomou-se uma aliquota de cada extracto bruto que foi acidificada com HCI a 10% até ao pH 4 e
submetida a hidrolise durante 30 minutos. Apds arrefecimento adicionou-se 10 mL de agua
destilada e fez-se a extraccdo com éter de petrdleo. Da solucdo de éter de petréleo, retirou-se
1mL que foi colocado num tubo de ensaio e adicionou-se trés pedacos de fita de magnésio
metalico e algumas gotas de &cido cloridrico concentrado.

Para os 2 testes acima descritos, a formacdo duma solu¢do que varia de parda a vermelha é

indicativa da presenca de flavondides em cada um dos extractos.

5.4.2. Teste de taninos
a) Reaccéo com cloreto férrico

Em um tubo de ensaio, diluiu-se 1 mL do extracto com 2 mL de &gua destilada. Agitou-se
fortemente e adicionou-se 3 gotas de cloreto ferrico a 1%. O mesmo procedimento foi repetido
usando o acetato de chumbo.
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Para este teste a formacdo de uma coloracdo azul sugere a presenca de taninos hidrossollveis

enquanto a verde a presenca de taninos condensados.

5.4.3. Teste de Borntrager para reconhecimento de antraquinonas
a) Reaccdo com NaOH a 5%

Deitou-se em um tubo de ensaio 2 mL do extracto ligeiramente concentrado, adicionou-se 5 mL
de cloroférmio e agitou-se. Deixou-se em repouso por 15 minutos. Recolheu-se a fase
cloroférmica e dividiu-a em dois tubos de ensaio. No primeiro tubo, adicionou-se 1 mL de
solucdo de NaOH a 5%.

A coloracgéo roxa em fase aquosa indica a presenca de antraquinonas (Reaccdo de Borntraeger).
No segundo tubo, adicionou-se 1 mL de solucéo de acetato de magnesio a 5 %.
A coloragdo roxa sugere a provavel presenca de antraquinonas livres.

b) Reaccdo com NH40OH a 10 %
Colocou-se 1 mL de extracto ligeiramente concentrado num tubo de ensaio e adicionou-se 3 mL
de NH,OH a 10 %. A coloracdo rosa, vermelha ou violeta sugere a provavel presenca das

antraquinonas.

5.4.4. Teste de reconhecimento de triterpendides e esterdides - Reacc¢do de Liebermann
Buchard
Para 0 ensaio de esterdides e triterpendides, introduziu-se num tubo de ensaio 2 mL do extracto e

misturou-se 2 mL de cloroférmio. Em seguida filtrou-se a solugdo cloroférmica em um funil com
algoddo coberto com 0,5 g de sulfato de sédio (Na,SO,) anidro. De seguida, adicionou-se 1 mL
de anidrido acético e agitou-se suavemente. Adicionou-se pelas paredes do tubo trés gotas de
H,SO, concentrado e agitou-se suavemente. A coloracdo azul evanescente seguida de verde,

indicou a presenca de esteroides ou triterpenoides.

5.4.5. Teste de saponinas
Teste de espuma

Para testar as saponinas tomou-se uma aliquota de cada extracto, colocou-se num tubo de ensaio

e adicionou-se 5 mL de agua destilada e agitou-se energicamente por 3 minutos.
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Para este teste a formacao de espuma persistente indica a provavel presenca de saponinas.

5.4.6. Teste dos alcaldides livres
a) Reaccdo com reagente de Dragendorff e de Mayer

Dissolveu-se cada um dos extractos em 1,5 mL de HCI a 2%. Agitou-se com uma vareta

de vidro até a dissolucéo total e dividiu-se a solucdo obtida em volumes iguais,em 3

tubos de ensaio:

Tubo 1 — Adicionou-se 3 gotas de reagente de Mayer;

Tubo 2 — Adicionou-se 3 gotas do reagente de Dragendorff;

Tubo 3 — Testemunha.

Precipitados brancos com o reagente de Mayer e amarelos com o de Dragendorff sdoi ndicativos

da provavel presenca dos alcaldides.

5.5. Testes antimicrobianos
Esta habilidade foi avaliada pelo método de difusdo em agar descrito em 1966, por Bauer e

Kirby. O teste fornece resultados qualitativos. E um dos métodos de susceptibilidade mais
simples, confiavel e mais utilizado pelos laboratérios de microbiologia. O seu principio basico é
a difusdo do antimicrobiano na superficie do agar Mueller-Hinton, a partir de um disco

impregnado com 0 mesmo.

5.5.1. Reagentes, equipamentos e materiais usados
R eagentes
> Agua destilada
Solucdo de etanol a 50%
Solucéo salina ou soro fisioldgico a 0,9% de NaCl

Agar Mueller-Hinton

YV V VYV V

Agar Sabouraud Dextrose
Material e Equipamento

> Balanga analitica
> Bico de Bunsen
> Densitometro
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Autoclave

Estufa de secagem
Congelador — 20°
Copos de Becker
Erlenmeyers
Proveta graduada
Placas de Petri
Pipeta

Tubos de ensaios
Espatulas

Zaragatoas estéreis

YV V.V V V V V V V V V V

Ansas bacterioldgicas

5.5.2. Microrganismos testados:

» Staphylococcus aureus (Coco Gram-positivo)
Escherichia Coli (Bacilo Gram-negativo)
Samonella Typhimurium (Bacilo Gram-negativo)
Salmonella Typhi (Bacilo Gram-negativo)
Klebsiella pneumoniae (Bacilo Gram-negativo)

Pseudomonas aeruginosa (Bacilo Gram-negativo)

YV V V V V V

Candida albicans (levedura)

Refira-se que as bactérias testadas foram isoladas de pacientes com infec¢Ges urinarias (superior

e inferior), atendidas no Laboratorio de andlises clinicas do HCM (Hospital Central de Maputo).

5.5.3. Preparagéo dos meios de cultura
Para preparacdo de meios de cultura seguiram-se essencialmente as seguintes opera¢6es tomando

sempre em consideracdo as indicagdes prescritas pelo fabricante, onde no meio de cultura:

» Agar Mueller Hinton (AMH) pesou-se 379 e dissolveu-se em 1000 mL de agua destilada;

» Agar Sabouraud Dextrose (ASD) pesou-se 25¢ e dissolveu-se em 250 mL de agua

destilada. A pesagem dos meios foi feita através balanaca analitica.
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5.5.4. Dissolu¢do em agua
A dissolucéo foi feita num baldo volumétrico de vidro, onde foi introduzida gradualmente agua

destilada até metade do volume. Em seguida, agitou-se e aqueceu-se o baldo em banho-maria
durante 60 minutos; depois de dissolver o meio no baldo em banho-maria, deixou-se arrefecer e
em seguida adicionou-se o0 resto da agua perfazendo o volume total e autoclavou-se por 15

minutos a uma temperatura de 121°C. Deixou-se arrefecer até aproximadamente 50 °C.

5.5.5. Distribuicdo do meio
Apds autoclavar-se 0 meio foi distribuido em placas de Petri com 90 mm de diametro. Este

processo foi feito dentro de uma cabine de biosseguranca tipo Il, para assegurar a esterilidade do
mesmo (evitar a contaminacao do meio de cultura). As placas foram depois mantidas semiabertas

até a solidificacdo do meio de modo a evitar a formacédo de bolhas de agua.

Para verificar a esterilidade do meio, duas placas foram incubadas a 37°C por 24 horas. Como
ndo houve crescimento de bactérias ou fungos ap6s 24 a 48 horas de incubacdo o meio foi

considerado estéril e apto para ser usado.

5.5.6. Conservacao das placas
As placas foram conservadas na geleira (2 a 8°C), com as tampas viradas para baixo etiquetadas

com o nome do meio e data da preparacao.

5.5.7. Teste de esterilidade dos extractos
Este teste consistiu em depositar uma gota do extracto no meio de cultura agar sangue e incubado

por 24 a 48 horas numa estufa a 37°C. Findo o periodo de incubacéo, as placas foram analisadas

e auséncia de colonias fungicas e bacterianas indicava esterilidade do extracto.

5.5.8. Preparacéo de solugdes com diferentes concentracgdes a partir dos extractos de
plantas
Preparou-se uma solucdo de 200 mg/mL, pesando num frasco estéril, 0,8g de extracto bruto e

dissolveu-se em 4mL de etanol a 50%. Esta foi a solugdo com concentracdo méaxima, ou a
concentragdo “stock”, ou ainda solucdo 1, pois a partir dela foram preparadas as seguintes
concentragdes: 150 mg/mL; 100 mg/mL; 50 mg/mL e 25mg/mL em 4 frascos previamente

esterilizados e rotulados com os numeros 2, 3, 4 e 5 respectivamente.

Jodo, Abel Anténio Trabalho de Licenciatura UEM - 35



Avaliacdo da actividade antimicrobiana das raizes de Asparagus plumosus baker e
Asparagus africanus

5.5.9. P reparacdo de discos contendo extractos
Para preparacdo dos discos foi usado papel de filtro de boa qualidade, tipo "Whatman No.1".

Com auxilio de um furador de papel comum, foram preparados os discos. Os discos resultantes
foram uniformes quanto a tamanho, e aceitavelmente circulares. Posteriormente, os discos foram
etiquetados usando um lapis de grafite. Os discos preparados foram depois acondicionados em
placas de Petri para permitir a esterilizacdo por calor seco, numa estufa de Pasteur por 2 horas a

uma temperatura de 170°C.

No presente trabalho, os discos de papel de filtro com um diametro de aproximadamente 6mm
foram impregnados com solucGes de diferentes concentracbes de extracto previamente
preparadas, tendo-se usado o volume de 20ul para cada disco. Todo o procedimento foi realizado
na cabine de biosseguranca do tipo Il para garantir a esterilidade dos discos.

Apds a impregnacao, nas solucdes preparadas, os discos foram conservados numa geleira a 4°C.

Os discos preparados foram usados para a determinacao da sensibilidade.

5.5.10. Teste de sensibilidade aos antimicrobianos (TSA)
O teste de sensibilidade aos antimicrobianos (TSA) foi realizado com o objectivo de avaliar a

capacidade dos extractos em inibir o crescimento microbiano in vitro. Esta habilidade foi
avaliada pelo método de difusdo em discos em meio Agar Mueller-Hinton para bactérias e Agar

Sabouraud Dextrose para fungo.

A triagem da actividade antibacteriana foi realizada a partir de culturas puras de microrganismos
a testar com crescimento méximo de 24 horas. Foram seleccionadas duas a trés colonias isoladas,
com auxilio de uma ansa bacterioldgica. Em seguida, foram adicionados num tubo de ensaio que
continha solucéo salina (soro fisioldgico a 0,9% de NaCl). A mistura foi agitada com auxilio de
um misturador. Esta suspenséo bacteriana foi depois comparada a turvacdo padréo na escala de
0,5 de MacFarland, que equivale a um valor de absorvancia entre 0,08 a 0,1 no comprimento de
onda de 580 nm. Esta turvacao é equivalente a 1,2x 10® unidades formadoras de colénias (UFC).

Com auxilio de uma zaragatoa estéril (cotonete), foi retirada a suspensdo de bactérias e
distribuida uniformemente por estrias, na superficie da placa de agar Mueller-Hinton, tendo sido
semeado em triplicado, isto é, trés placas no meio de cultura (agar Muller — Hinton) para uma

espécie bacteriana.
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Posteriormente, foram colocados os discos na superficie do meio onde a bactéria-teste foi
incorporada. As placas foram incubadas a 37°C por 24 horas, com as tampas viradas para cima.
Geralmente os halos de inibicdo surgem apds 24 horas sob a forma de uma &rea circular,
transparente, sem crescimento bacteriano, geometricamente circunscrita ao disco de papel; foram
medidos os didmetros desses halos com o auxilio duma régua.

Os extractos com concentragdo maxima que exibiram actividade antibacteriana e antifingica
com maior halo de inibicdo, foram diluidos. Ap6s a incubacdo a 37 °C durante 24 h, as
concentracdes mais baixas dos extractos que foram capazes de inibir o crescimento visivel dos

microrganismos, foi considerada como sendo Concentracdo Inibitéria Minima (CIM).
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VI. RESULTADOS

6.1.Extraccéo dos fitoconstituintes

6.1.1. Maceracéo sequencial por ordem crescente de polaridade
A tabela abaixo indica as massas dos extractos de éter de petrdleo, diclorometano, acetato de

etilo e n-butanol, obtidos por maceracédo sequencial (Tabela 2).

Tabela 2: Resultados da maceragéo sequencial

Maceracéo de 100g de material vegetal

A.africanus A.plumosus Baker
Solvente Massa () Massa ()
Eter de petroleo 0,98 0,87
Diclorometano 1,20 1,02
Acetato de etilo 1,05 1,42
n-Butanol 0,92 0,84

6.1.2. Maceracéo directa
Os resultados da maceracdo directa no metanol e no metanol a 90% estdo apresentados na tabela

3.

Tabela 3: Resultados da maceracéo directa

Maceracao de 100g de material vegetal

A.africanus A.plumosus baker
Solvente Massa () Massa ()
Metanol 1,80 1,76
Metanol 90% 2,03 2,00

6.2. Testes fitoquimicos
Os testes fitoquimicos realizados nos extractos das raizes de A.africanus e A.plumosus Baker,

revelaram a presenca de varios metabolitos secundarios que incluem saponinas, flavonoides,

taninos, esterdides e triterpenos. (Tabelas 4, 5 € 6).

Tabela 4: Resultados dos testes fitoquimicos do extracto metanolico das raizes de A.africanus e

A.plumosus Baker.

Jodo, Abel Anténio Trabalho de Licenciatura UEM - 38



Avaliacdo da actividade antimicrobiana das raizes de Asparagus plumosus baker e

Asparagus africanus

Extracto metanolico

Metabdlitos secundarios Metodos usados A.africanus | A.plumosus Baker
Saponinas Teste de espuma + +
Reac¢do com &cido sulfarico + +
Flavondides Reaccdo de Shinoda + +
Esterdides e Reacgéo de Liebermann- Buchard +
triterpendides +
Reac¢do com cloreto
férrico
Taninos + +
Reaccgdo com reagente de Dragendorff - -
Alcalbides Reaccdo com reagente de Mayer - -
Reacgdo com NaOH a 5% - -
Quinonas Reacgdo com NH,OH a 10% - -
(+): Presente; (-): Ausente
Tabela 5: Resultados dos testes fitoquimicos dos extractos éter de petroleo, diclorometano,
acetato de etilo, n-butandlico e hidrometandlico das raizes de A.africanus
Metabdlitos secundarios E.EP E.DCM E.EtOAc E.n-BuOH E.HMeOH
Flavondides + + + + +
Taninos - - - + -
Antraquinonas - - - - -
Saponinas + + + + +
Esterdides/Triterpendides - - - + +
Alcal6ides - - - - -
(+): Presente; (-): Ausente; E.EP: extracto éter de petroleo; E.DCM: extracto diclorometano;
E.EtOAC: extracto acetato de etilo; En-BuOH: extracto n-butandlico; E.MeOH: extracto
metanolico; E.HMeOH: extracto hidrometandlico.
Tabela 6: Resultados dos testes fitoquimicos dos extractos éter de petroleo, diclorometano,
acetato de etilo, n-butandlico e hidrometanolico das raizes de A.plumosus baker
Metabdlitos secundarios E.EP E.DCM E.EtOAc E.n-BuOH E.HMeOH
Flavonoides - - + + +
Taninos - - + - -
Antraquinonas - - - - -
Saponinas + + + + +
Esterdides/Triterpenoides - - - - +
Alcaloides - - - - -
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(+): Presente; (-): Ausente

EEP: extracto éter de petrdleo; E.DCM: extracto diclorometano; E.EtOAc: extracto acetato de
etilo; E.n-BuOH: extracto n-butanodlico; E.MeOH: extracto metandlico; E.HMeOH: extracto

hidrometanélico.

6.3. Testes de sensibilidade aos antimicrobianos
A andlise antimicrobiana permitiu identificar a accdo inibitoria dos extractos das raizes de

A.africanus e A.plumosus Baker, e o antibidtico Ciprofloxacina foi usado para o controlo

positivo. Os resultados dos testes antimicrobianos estdo apresentados nas tabelas 7 e 8.

Tabela7: Actividade antimicrobiana dos extractos das raizes de A.africanus na concentracéo de
200mg/mL (Halos de inibicdo em mm).

AMOSTRA Cipro E.EP E.DCM E.EtOAc E.n-BuOH E.MeOH E.HMeOH
E.coli 1l 19 0,0 14 0,0 7,0 11 10
E. coli 2 20 0,0 8,0 7,0 3,0 9,0 8,0
P. aeruginosa 22 0,0 0,0 0,0 4,0 2,0 50
K. pneumoniae 20 0,0 15 18 5,0 16 7,0
S. thyphi 20 0,0 6,0 8,0 0,0 0,0 7,0
S. thyphimurium 24 0,0 8,0 2,0 2,0 8,0 9,0
S. aureus 20 0,0 0,0 3,5 0,0 3,0 2,0
C. albicans 0,0 0,0 10 12 14 13 9,0

Cipro-Ciprofloxacina
E.Coli 1- Isolada de amostras clinicas de pacientes com infec¢do urinaria
E.coli 2- Isolada de amostras clinicas de paciente com infec¢do na corrente sanguinea
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Figura 13: Grafico ilustrativo da actividade antimicrobiana dos extractos das raizes de
A.africanus na concentracdo de 200mg/mL (Halos de inibigdo em mm).

Tabela 8: Actividade antimicrobiana dos extractos das raizes de A.plumosus Baker na
concentracdo de 200mg/mL (Halos de inibicdo em mm).

AMOSTRA E.EP E.DCM E.EtOAc E.n-BuOH E.MeOH E.HMeOH
E.coli 1 0,0 8,0 7,0 3,0 11 9,0
E.coli 2 0,0 2,0 5,0 0,0 7,0 6,0
P.aeruginosa 0,0 0,0 0,0 3,0 0,0 0,0
K. pneumoniae 0,0 5,0 8,0 5,0 9,0 8,0
S. thyphi 0,0 2,0 0,0 3,0 0,0 4,0
SI. thyphimurium 0,0 6,0 5,0 2,0 6,0 7,0
S. aureus 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
C. albicans 0,0 11 9,0 7,0 12 10
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Figura 14: Grafico ilustrativo da actividade antimicrobiana dos extractos das raizes de
A.plumosus Baker na concentracdo de 200mg/mL (Halos de inibicdo em mm).

6.4.Determinacdo da Concentracédo Inibitoria Minima (CIM)

As tabelas 9, 10,11,12 e 13 abaixo mostram os resultados das concentracdes inibitérias minimas
obtidas em varios extractos das plantas em estudo.

Tabela 9: Resultados dos testes antibacterianos na determinacdo de CIM dos extractos de
A.africanus para E.coli 1 (halo de inibigdo em mm).

Extractos 200mg/mL  150mg/mL  100mg/mL

EDCM 14 8,0 0,0
EMeOH 11 6,0 0,0
EHMeOH 10 4,0 0,0

Tabela 10: Resultado dos testes antibacterianos na determinacéo de CIM dos extractos de
A.plumosus Baker para E.colil (halo de inibicdo em mm).

Extractos 200mg/mL  150mg/mL  100mg/mL
EMeOH 11 2,0 0,0
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Tabela 11: Resultado dos testes antibacterianos na determinacdo de CIM dos extractos de A.
africanus para K.pneumoniae (halo de inibicdo em mm).

Extractos 200mg/mL 150mg/mL 100mg/mL

E.DCM 15 6,5 0,0
E.EtOAc 18 7,5 0,0
E.MeOH 16 9,0 0,0

Tabela 12: Resultado dos testes antibacterianos na determinacao de CIM dos extractos de
A.africanus para C.albicans (halo de inibicdo em mm).

Extractos 200mg/mL 150mg/mL 100mg/mL  50mg/mL

E.DCM 10 7,0 4,0 0,0
E.MeOH 13 9,0 4,0 0,0
E.EtOAC 12 6,5 1,5 0,0
E.n-BuOH 14 5,0 0,0 -

Tabela 13: Resultados dos testes antibacterianos na determinacao de CIM dos extractos de
A.plumosus Baker para C.albicans (halo de inibicdo em mm).

Extractos 200mg/mL 150mg/mL 100mg/mL  50mg/mL

E.DCM 11 7,0 2,5 0,0
E.MeOH 12 6,0 3,0 0,0
E.HMeOH 10 3,0 2,0 0,0
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VII. DISCUSSAO DOS RESULTADOS

Os resultados da extraccdo dos metabdlitos secundarios revelaram maior rendimento na
extraccdo por maceracdo directa em comparacdo com a maceragdo sequencial. A maceragdo
sequencial permite a selectividade na extracgdo dos metabdlitos secundarios que consiste huma

semi-purificacdo das substancias através das suas polaridades.

Os resultados dos testes fitoquimicos realizados nos extractos das raizes de A.africanus e A.
plumosus Baker revelaram a presenca de saponinas, flavondides, taninos, esterdides e
triterpendides. Estes resultados estdo em consonancia com os de Yared et al. (2012), que fizeram
um estudo sobre a actividade antimalarica do extracto metanolico das raizes de A.africanus, com
0 objectivo de validar o uso tradicional de A. africanus para o tratamento de malaria no sistema
de salde tradicional da Etidpia. Neste estudo os resultados da triagem fitoquimica revelaram a
presenca de saponinas esteroidais, polifendis, taninos e fitoesterois.

As saponinas afiguram-se como os metabdlitos secundarios predominantes nas duas plantas em
estudo, tendo sido identificados em todos os extractos analisados. Diversos estudos realizados
neste género, em particular em A. africanus, revelaram forte presenca de saponinas nos extractos
das raizes da planta (Hassan et al., 2008). Ao contrério das saponinas, os testes de deteccdo dos
alcaldides e antraquinonas deram resultados negativos em todos os extractos.

Em geral, a actividade antimicrobiana observada nos testes de sensibilidade realizados com o0s
extractos brutos das plantas, pode ser explicada pela presenca de determinados componentes
quimicos identificados através dos testes fitoquimicos, tais como: saponinas, terpendides,
alcaldides, lecitinas e compostos fendlicos. Estas substancias, sdo resultantes do metabolismo
secundario das plantas, e ttm a funcdo de defesa contra predadores ou atraccdo de agentes
polinizadores, mas também apresentam outras actividades bioldgicas (Costa et al., 2005).

Os testes de sensibilidade aos antibacterianos e antifungicos permitiram determinar a actividade
antimicrobiana dos extractos das raizes de A.africanus e A.plumosus Baker, tendo sido usado
como controlo positivo a ciprofloxacina, um antibidtico do grupo das fluoroquinolonas com
efeito bactericida. Este antibidtico actua inibindo a replicagdo do DNA bacteriano unindo-se a

uma enzima chamada DNA girase.

Jodo, Abel Anténio Trabalho de Licenciatura UEM - 44



Avaliacdo da actividade antimicrobiana das raizes de Asparagus plumosus baker e
Asparagus africanus

Dos testes antimicrobianos realizados envolvendo diferentes estirpes de bactérias, verificou-se a
formacéo de diferentes halos de inibicdo que variavam entre 1,5-18 mm para A.africanus e 2,0-
12 mm para A.plumosus Baker.

Esta actividade antimicrobiana pode ser atribuida principalmente a presenca de saponinas e
flavonoides visto que estes metabdlitos secundarios foram encontrados em diferentes extractos
com actividade antimicrobiana. As analises fitoquimicas de A.africanus e A.dumosus Baker
realizadas por Yared et al. (2012) & Ahmad et al. (1998) revelaram forte presenca de saponinas.
Segundo Price et al. (1987) as saponinas ttm uma variada gama de propriedades, que incluem
docura, amargura, formacdo de espuma, propriedades emulsificantes, propriedades
farmacoldgicas e medicinais, fortes propriedades hemoliticas, bem como actividade
antimicrobiana, insecticida e moluscicida. Para a determinagdo da concentragdo inibitoria
minima (CIM) foram seleccionados os extractos que apresentaram na concentracdo de 200
mg/mL um halo de inibicdo igual ou superior a 10 mm.

A concentracdo inibitéria minima (CIM) foi de 100 mg/mL no caso dos testes antifingicos
contra Candida albicans na maioria dos extractos testados enquanto que nos testes
antimicrobianos foi de 150 mg/mL no caso dos testes contra K. Pneumoniae e E. Coli. O extracto
EP das duas plantas em estudo n&o conseguiu inibir o crescimento de nenhum dos
microorganismos usados no ensaio de teste de sensibilidade antimicrobiana.

Comparando o perfil de sensibilidade dos extractos das duas plantas na concentracdo de
200mg/mL, observa-se que a maioria dos extractos das raizes de A. africanus mostrou maior
actividade antimicrobiana do que os de A.plumosus Baker.

Todos os extractos de A.plumosus Baker mostraram-se inactivos contra S.aureus. Os extractos
E.AcOEt, E.MeOH e E.HMeOH de A. africanus inibiram o crescimento desta bactéria apenas na
concentragdo maxima (200mg/mL), com halos de inibicdo de 3,5mm, 3,0mm e 2,0mm
respectivamente. Estes resultados sdo similares aos reportados por outros autores (Deans &
Ritchie, 1987; Zaika, 1988; Dorman & Deans, 2000) em relagdo a uma tendéncia de maior
resisténcia de microrganismos Gram-positivos a extractos vegetais.

S. aureus &€ um agente patogénico humano adaptavel causando uma variedade de infeccbes
variando da pele e dos tecidos moles para sepsis fatal. Actualmente é um dos principais

causadores de infecgdes hospitalares (Lowy, 1998).
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Esta bactéria tem uma capacidade demonstrada Unica para responder rapidamente a cada novo
antibidtico com o desenvolvimento de mecanismos de resisténcia. Os primeiros casos de
resisténcia foram observados com penicilina e depois meticilina. Recentemente foram reportados
casos de resisténcia a linezolida e daptomicina. Os mecanismos de resisténcia desta bactéria
incluem inactivacao enzimatica do antibiotico, alteracdo do local alvo de ligagdo com diminuicao
da afinidade para o antibiotico, aprisionamento do antibidtico e bombas de efluxo. Matrizes
genéticas complexas adquiridas por transferéncia horizontal de genes entre os Staphylococcus e
através de mutacdes espontaneas também sdo reportados (Pantosti et al., 2007).

Os extractos E.DCM, E.EtOAc e E.MeOH de A. africanus revelaram maior actividade
antibacteriana em relagdo a K.pneumoniae, sendo a maior actividade verificada no extracto
EtOAc na concentragcdo de 200mg/mL com o valor de 18mm. Na concentra¢do de 150mg/mL o
extracto MeOH mostrou maior actividade com halo de inibicdo de 9,0 mm. Os extractos de
A.plumosus Baker também mostraram actividade relativamente moderada contra esta estirpe
bacteriana, facto que evidencia o uso de plantas deste género no combate da pneumonia (Ahmad
et al.,1998).

Segundo CDC (Centro de controlo e prevencdo de doencas infecciosas) (2012), Klebsiella é uma
bactéria Gram negativa que faz parte da flora normal do intestino e que pode causar diversos
tipos de infec¢cdes associadas aos cuidados de saude (infeccbes intra hospitalares) incluindo
infeccbes da corrente sanguinea, infec¢des das feridas cirdrgicas, meningites. Muito
recentemente estas bactérias desenvolveram resisténcia aos antibiéticos carbapenémicos.

Em relacdo a outras bactérias gram negativas (P.aeruginosa), observou-se um comportamento
diferente do observado na Klebsiella, pois foi verificada fraca actividade antimicrobiana na
maioria dos extractos das duas plantas. Estes resultados estdo de acordo com os referidos por
Soares (2005), que indicavam que a P.aeruginosa apresentava resisténcia a uma variedade de
agentes antimicrobianos, como a maioria dos f-lactdmicos, as tetraciclinas, ao cloranfenicol e
grande parte das fluoroquinolonas e aminoglicésidos. Dentre 0s mecanismos responsaveis

destacam-se: a baixa permeabilidade da membrana externa, sistemas de efluxo, producédo de
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enzimas inactivadoras de aminoglicosideos, alteracdo do alvo das fluoroquinolonas e producao
de B-lactamases (Soares, 2005 & Casal et al., 2012).

Nas raizes de A. africanus, o E.DCM mostrou maior actividade inibitéria contra E. Colil,
seguido por E.MeOH e E.HMeOH nas duas concentra¢cdes usadas. Contudo nas raizes de
A.plumosus Baker apenas o E.MeOH revelou actividade inibitoria nas concentrac6es analisadas.
Os extractos de A.africanus revelaram capacidade em inibir o crescimento das bactérias S.thyphi
e S.thyphimurium, destacando-se o extracto hidrometandlico como o mais activo. Contudo 0s
extractos de A.plumosus Baker revelaram menor capacidade inibitéria contra estas duas
bactérias.

Um estudo similar realizado por Uddin et al. (2010) & Mandal et al. (2000) sobre as raizes de
Asparagus racemosus revelou a susceptibilidade antimicrobiana do extracto metandlico contra
estirpes bacterianas incluindo K.pneumoniae, E.coli, S. typhi, V. cholerae, S. aureus, S.
typhimurium e S. flexneri. Pelo estudo, concluiu que A. racemosus pode ser usado na fitoterapia
para tratar infeccOes respiratdrias.

As variagOes nas concentracdes inibitdrias minimas de extractos de plantas podem ser atribuidas
a varios factores. Dentre eles podemos citar a técnica usada na obtencdo dos extractos, da origem
do microrganismo utilizado no teste, a origem da planta, a época da colheita do material vegetal,
a natureza do material vegetal (seco ou fresco) e a quantidade de extracto testado (Fennel et al.,
2004).

Em relagéo a C.albicans, os extractos E.DCM, E.MeOH, E.EtOAc e E.n-BuOH de A.africanus
apresentaram halos de inibigdo maior ou igual a 10mm a 200mg/mL. No caso A. plumosus baker
foram os extractos E.DCM, E.MeOH e E.HMeOH que apresentaram halos de inibicdo maiores
ou iguais a 10mm.

Os resultados dos testes antimicrobianos confirmam o efeito antibacteriano e antifungico

relatado na literatura para as plantas do género Asparagus.
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VIIl. CONCLUSAO E RECOMENDACOES

8.1. CONCLUSAO

>

Os testes fitoquimicos realizados nos extractos das raizes das plantas A. africanus e A.
plumosus Baker permitiram identificar os seguintes metabdlitos secundarios nas duas
plantas: saponinas, flavondides, taninos, esterdides e terpenoides.

O extracto que inibiu o crescimento de maior numero de microrganismos foi o
metandlico (E.MeOH).

O E.EP ndo revelou nenhuma actividade antimicrobiana em todas as concentragdes
usadas das duas plantas.

A bactéria K.peumoniae revelou ser a mais sensivel aos extractos e foi nela que se
verificou o maior halo de inibicéo.

Apenas 3 extractos (E.EtOAc, E.MeOH e E.HMeOH) de A.africanus na concentracgdo de
200mg/mL revelaram actividade antimicrobiana contra S.aureus, sendo este 0
microrganismo menos sensivel aos extractos das duas plantas em estudo.

A maioria dos extractos inibiu o crescimento de C.albicans em concentracbes mais
baixas (100mg/mL).

No geral a actividade antimicrobiana das raizes de A. africanus foi maior em relacdo a de
A.plumosus Baker.

Os resultados obtidos nos testes fitoquimicos e antimicrobianos permitem comprovar o
uso destas plantas na medicina tradicional para o tratamento de varias doencas causadas

por microrganismos patogénicos.
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8.2. RECOMENDACOES
> E importante a continuidade de estudos com estas plantas partindo-se de outros métodos

extractivos e/ou o emprego de outros solventes para obtencéo de extractos que possam ter
outros componentes quimicos ou em concentragdes distintas das utilizadas neste estudo.
» Recomenda-se que se faga o isolamento e identificacdo de principios activos presentes
nos extractos que revelaram accdo inibitoria contra 0s microrganismos.
» Que haja o aprofundamento na colaboracdo entre os investigadores na area das plantas
medicinais e praticantes da medicina tradicional para o aprofundamento do conhecimento

sobre plantas medicinais e enriquecimento de estudos nesta area.
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Anexos

Anexol: Preparacdo dos meios de cultura usados

Mconkey Agar Mueller Hinton
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Anexo2: Coldnia de alguns microrganismos usados

K. Pneumoniae E. coli
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Anexo3: Fotografia de antibiograma de E.coli, C.albicans e K. pneumoniae.

E.coli C.albicans

K. .pneumoniae
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