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RESUMO

Este trabalho teve como objetivo identificar a composicao quimica e atividades biologicas dos
extratos etandlicos das folhas de Asparagus setaceus (Kunth) coletadas no periodo manhd e
tarde. Os extratos etandlicos foram obtidos por destilagdo do solvente e as classes de
metabdlitos secundarios identificadas com o uso de reagentes especificos. A avaliacdo da
atividade alelopatica foi realizada a partir de 100mg do extrato, dissolvido em 100mL de etanol
a 66%, obtendo concentracdes que variaram de 100 a 6,25%. Foram utilizados dois grupos
controles: 4gua destilada e o etanol 66% na avaliacdo dos seguintes parametros: porcentagem
de germinacédo (GP), indice de velocidade de germinacdo (IVG) e comprimento do cauliculo e
da radicula. Os ensaios antibacterianos foram realizados usando o método de microdilui¢éo
frente as bactérias padrdo, sendo trés Gram +: Sthaphylococcus aureus, Streptococcus mutans
e Enterococcus faecalis e trés Gram -: Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa, Klebsiella
pneumoneae e cepas multirresistentes: Escherichia coli 27 e Staphylococcus aureus 358. A
modulacdo da resisténcia aos antibioticos (aminoglicosideos e beta-lactdmicos) variou de 0,5-
1024 pg/mL. Os in6culos microbianos da modulagdo contendo o produto vegetal e os indculos
da microdiluicdo obtiveram concentracfes que variaram de 512 a 0,5 pg/ mL. A toxicidade foi
testada contra o microcrustaceo Artemia salina (Leach) nas concentragdes de 10 a 500 pg/ mL.
Os resultados foram analisados aplicando o ANOVA bidirecional, através da analise da
variancia e teste de Tukey. O Extrato etandlico de Asparagus setaceus indicou a presenca de:
fendis, taninos condensados, antocianinas, antocianidinas, flavonas, flavonois, xantonas,
chalconas, auronas, flavonondis, catequinas, leucoantocianidinas, flavonas e saponinas. Na
analise fitoquimica o extrato etandlico de Asparagus setaceus manhd apresentou uma maior
quantidade de metabdlitos quando comparado ao mesmo extrato coletado no periodo da tarde,
causando maior interferéncia negativa observada no indice de velocidade de germinacdo e no
desenvolvimento de pléntulas. A concentracdo letal mediana foi de 90,22 pg/ mL. No ensaio de
microdiluicdo mostrou inibicéo de cepas padrdo de bactérias Gram + e Gram -, porém nas cepas
multirresistentes apresentou concentragdo acima de 1024 pg/ mL. Na modulacdo apresentou
tanto acdo sinérgica quanto antagbnica, sendo a acdo sinérgica mais expressiva sobre
benzilpenicilina, amicacina e gentamicina frente Escherichia coli 27. Todos os antibidticos da
classe de aminoglicosideos apresentaram atividade sinérgica sobre todas as bactérias testadas.
Os extratos etandlicos das folhas de Asparagus setaceus manha e tarde apresentaram
metabolitos secundarios que sdo importantes para a atividade alelopatica, bem como promissora
alternativa a ser usada na terapia antibacteriana.

Palavras chaves: Asparagus setaceus. Atividade alelopatica. Ensaio antibacteriano.
Metabdlitos secundarios. Modulagdo. Toxicidade.



ABSTRACT

This work aimed to identify the chemical composition and biological activities of ethanol
extracts from leaves of Asparagus setaceus (Kunth) collected in the morning and afternoon.
The extracts were obtained by rotaevaporation with cold ethanol and the classes of secondary
metabolites were identified using specific reagents. The evaluation of allelopathic activity was
carried out where the test solution was obtained from 100 mg of the ethanolic extract, dissolved
in 100 mL of 66% ethanol, obtaining concentrations ranging from 6.25% to 100%. Two control
groups were used: distilled water and 66% ethanol in the evaluation of the following
parameters: germination percentage (GP), germination speed index (IVG) and stem and radicle
length. Antibacterial assays were performed using the microdilution method against standard
bacteria, three Gram +: Sthaphylococcus aureus, Streptococcus mutans and Enterococcus
faecalis and three Gram -: Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa, Klebsiella pneumoneae
and multidrug-resistant strains: Escherichia coli 27 and Staphylococcus aureus 358. The
modulation of antibiotic resistance (aminoglycosides and beta-lactams) ranged from 0.5-1024
pg/mL. The microbial modulation inoculum containing the plant product and the microdilution
inoculum obtained concentrations ranging from 512 to 0.5 pg/mL. Toxicity was tested against
the microcrustacean Artemia salina (Leach) at concentrations from 10 to 500 pg/mL. The
results were analyzed by applying two-way ANOVA, through analysis of variance and Tukey's
test. The ethanolic extract of Asparagus setaceus indicated the presence of: phenols, condensed
tannins, anthocyanins, anthocyanidins, flavones, flavonols, xanthones, chalcones, aurones,
flavononols, catechins, leucoanthocyanidins, flavones and saponins. In the phytochemical
analysis, the ethanolic extract of Asparagus setaceus in the morning showed a greater amount
of metabolites when compared to the same extract prepared in the afternoon, causing greater
negative interference observed in the germination speed index and in the development of
seedlings. The median lethal concentration was 90.22 pg/mL. In the microdilution assay, it
showed inhibition of standard strains of Gram + and Gram - bacteria, but in the multidrug-
resistant strains it showed a concentration above 1024 pg/mL. In the modulation, it presented
both synergistic and antagonistic action, being the most expressive synergistic action on
benzylpenicillin, amikacin and gentamicin against Escherichia coli 27. All antibiotics of the
aminoglycoside class show synergistic activity on all tested bacteria. The ethanolic extracts of
Asparagus setaceus leaves morning and afternoon showed secondary metabolites that are
important for allelopathic activity, as well as a promising alternative to be taken in antibacterial
therapy.

Keywords: Asparagus setaceus. Allelopathic activity. Antibacterial Assay. Modulation.
Secondary metabolites. Toxicity.
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1. INTRODUCAO

A vasta diversidade biologica de plantas existentes no pais, torna o uma importante fonte
de recursos naturais. As plantas medicinais que o compoem vem sendo utilizadas desde antigas
civilizagbes que encontravam na natureza o Unico recurso de sobrevivéncia. A incluséo dessas
para tratar ou previnir enfermidades é devido a diversificada quantidade de substancias
quimicas com propriedades farmacoldgicas que exercem funcdes de protecdo, de defesa e de
adaptacdo ao ambiente (LACERDA-NETO et al., 2019).

Sobretudo, quando um composto ndo tem a atividade sobre uma espécie resistente faz-
se 0 uso dele em associacdo outro tipo de farmaco para obter-se a acdo sinérgica ou antagonica.
A atividade ¢é sinérgica quando os dois farmacos possuem atividades que sdo maiores quando
aliados do que individuais, enquanto que a atuacdo antagonica apresenta atividade de ambos os
farmacos diminuidos, pela metade, completamente ou anulada (RAMOS et al., 2016).

Dentre as diversas propriedades farmacoldgicas associadas as plantas medicinais, tem-
se as que apresentam o efeito antimicrobiano, a busca por composto com essa atividade vem
crescendo, principalmente para aqueles que possuem interacdo com antibidticos ja existentes.
Devido o desenvolvimento de medicamentos capazes de combater oS microrganismos
melhorando os tratamentos clinicos, e aliado a isto a diminuicdo da mortalidade ocasionada por
doencas microbianas. Em contrapartida, os usos desordenados ou incorretos dos antibidticos
contribuiram para o desenvolvimento de mecanismos de resisténcia pelos microrganismos
contra os agentes antibacterianos (LOUREIRO et al., 2016).

Além da atividade antimicrobiana, algumas plantas podem liberar compostos quimicos
que podem interferir de forma negativa ou positiva no crescimento e desenvolvimento de outras
plantas, alelopatia. Esses aleloquimicos podem afetar o crescimento das plantas, impedindo a
divisdo celular, modificando sintese de nutrientes e dgua nos processos de alongamentos, além
de regular hormonios e enzimas importantes na germinacao e reproducdo da planta. Portanto,
eles podem fomentar uma agricultura sustentavel, agindo como bioherbicidas naturais no
controle de doencas e pragas, limitando toxicidade e impactos ambientais (SILVA et al., 2021).

Apesar do potencial promissor terapéutico dos metabdlitos secundarios, algumas classes
podem ser tdxicas para 0 ser humano. A partir disso ha uma desmitificacdo de que as plantas
medicinais sé proporcionam efeitos benéficos, ou seja, s6 promovem a salde e homeostase das
pessoas que as utilizam. Em virtude disso, pesquisas que trazem esssa problematica sdo de

grande importancia, pois 0 uso incorreto e em dosagem potencialmente toxica podem provocar
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danos ao organismo (SIMOES et al., 2017; CAMPOS et al., 2016).

Algumas espécies vegetais pertencentes ao género Asparagus sdo caracterizadas por
serem ornamentais, composta por ervas de arbustos que tem caracter escamoso, espinhoso ou
em forma de agulha. Dentre estas espécies destaca-se a Asparagus setaceus populamente
conhecida como: aspargo-samambaia, aspargo-plumoso, asparguinho-de-jadim, melindre,
melindro caraceterizada como uma planta arbustiva e trepadeira, com folhagem de textura
delicada e plumosa, muito decorativa (LOPES, 2017; IANNACONE et al., 2013).

Asparagus setaceus € utilizada na medicina tradicinal para tratamento e prevencéo de
doencas gastrointestinais, inflamaces e infec¢des devido aos compostos lipofilicos com funcédo
de solubilidade elevada frente a membranas celulares, desorganizando a célula do
microrganismo, além de mediarem o processo de organogénese aumentando a variagdo genética
de plantas (HESHAM et al., 2012; ZHONG et al., 2015; CRAVERO et al., 2002). Sabendo
destes potenciais terapéuticos tornam-se necessarios estudos que possam identificar os
principais metabdlitos, bem como as atividades bioldgicas presentes nesta espécie.

Este estudo esta organizado em dois capitulos. O primeiro capitulo intitulado como
“Perfil quimico e potencial alelopatico das folhas de Asparagus setaceus (Kunt)”, objetivou
determinar o perfil quimico e potencial alelopatico do Extrato Etandlico das folhas de
Asparagus setaceus no periodo manha (8 horas) e tarde (14 horas), submetido a Acta Botanica
Brasilica (Qualis B2- Biodiversidade). O segundo capitulo intitulado como: “Perfil quimico,
estudo antibacteriano e toxicologico do extrato etandlico das folhas de Asparagus setaceus
(Kunth)”, objetivou obter o perfil quimico, estudo antibacteriano e toxicolégico do extrato
etandlico das folhas de Asparagus setaceus (Kunth) no periodo da manha (8 horas). Esse
trabalho foi submetido a Anais da Academia Brasileira de Ciéncias (Qualis B2-

Biodiversidade).
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2. OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Identificar o perfil quimico e atividades bioldgicas das folhas de Asparagus setaceus

(Kunth) coletadas no periodo manha e tarde.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Elucidar a composicdo quimica do extrato etandlico das folhas de Asparagus setaceus
(Kunth) coletadas no periodo manha e tarde;

e Investigar a atividade alelopatica das concentrac6es do extrato etandlico (manha e tarde)
das folhas de Asparagus setaceus (Kunth) frente a germinacdo de sementes e o
crescimento inicial de plantulas de L. sativa;

e Avaliar a atividade antibacteriana e concentracdo inibitoria minima (CIM) do extrato
etanolico(manha);

e Verificar a acdo moduladora da atividade antibiotica de aminoglicosideos e beta-
lactamicos;

e Analisar a atividade toxicoldgica do extrato etandlico (manhd) frente a Artemia salina
(Leach);
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3. REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 FITOTERAPIA E PLANTAS MEDICINAIS

Desde a antiguidade a humanidade faz uso de informagdes e experiéncias sobre o
ambiente pelo qual estdo inseridos, interagindo com este para abastecer suas necessidades de
sobrevivéncia (MONTEIRO; BRANDILLI, 2017). Dentre as inimeras praticas difundidas pela
cultura popular, a fitoterapia possui fundamental importancia, principalmente por seus
potenciais terapéuticos utilizadas ao longo das geracdes (BADKE et al., 2012).

De acordo com a Organizacdo Mundial de Salde as plantas medicinais sdo vegetais que
apresentam compostos biologicamente ativos, que em sua grande maioria sdo utilizados no
tratamento e/ou prevencdo de doengas. Essas plantas cultivadas para fins medicinais, podem
possuir principios ativos que servirdo de base na busca novos farmacos. As aplicacfes deste
conhecimento tradicional, empirico e milenar das plantas no processo salde-doenca € a
principal forma de estudo da fitoterapia (OMS, 2008; ZENI et al., 2017).

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

A utilizacdo de plantas medicinais como fitoterapicos na promocdo de salde e no
tratamento das enfermidades ganhou um destaque maior desde o ano de 2006, quando o
Ministério da Saude elaborou a Politica Nacional de Plantas Medicinais com leis e estratégias
que regulamentavam, fiscalizavam e incentivavam 0 uso deste bem natural de forma
sustentavel, como uma opgéo de tratamento complementar no combate das doencas (BRASIL,
2006; BORGES; SALES, 2018).

Essa aplicacéo so foi possivel porque os biomas brasileiros sdo um grande patriménio
genético e cultural que € composto por uma vasta biodiversidade. Sendo assim, muitas pessoas
gue ndo tém acesso aos servigos de saude utilizam como Unico recurso terapéutico as plantas
medicinais. Os bioprodutos ndo sdo utilizados apenas por os individuos com baixo poder
aquisitivo, classes mais favorecidas financeiramente também buscam estas plantas como terapia
complementar (LIMA et al., 2012; SOUZA et al., 2012).
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Segundo Giotto; Fonseca (2021), planta medicinal se caracteriza como uma planta que
ao ser ministrada ao homem ou animal, a depender a forma ou via possui alguma acao
terapéutica. Tendo em vista essa perspectiva os fitoterapicos se caracterizam como agentes
fundamentais que reconectam o individuo ao poder da natureza, para ajudar o organismo
mantendo ou equilibrando funcdes fisioldgicas agravadas.

O uso terapéutico dessas plantas envolve inimeras etapas que perpassam desde o cultivo
até a administracdo do biocomponente isolado. Apesar de serem popularmente conhecidas
como terapéuticas, frequentemente podem possuir propriedades toxicas ndo notadas pela
populacdo, que podem ser descobertas no momento da busca por propriedades farmacoldgicas
da planta. Faz-se necessario o esclarecimento sobre a maneira correta do manuseio e cultivo
para evitar efeitos antagdnicos do principio ativo. Relacionado a isto é importante a
desmistificacdo da crenca que sugere ndo haver nenhum efeito prejudicial a saide no emprego
de fitoterapicos (ANTONIO; TESSER; PIRES, 2013; BOCHNER et al., 2012).

Atualmente, a populagdo tem questionado o uso indiscriminado de medicamentos
sintéticos, procurando alternativas nos fitoterapicos, devido: a melhor qualidade de vida
adquirida por meio do uso desses métodos naturais e saudaveis, baixo custo frente aos
medicamentos industrializados e a crescente comprovagao cientifica da agao terapéutica. Assim
sendo, deve-se considerar este recurso de origem natural na pratica cotidiana, como forte
atributo no processo saude-doenca (MOURA et al., 2020; PERNA; FERREIRA, 2014).

Os compostos bioativos advindos do metabolismo secundario das plantas medicinais,
antigamente utilizadas pelos povos indigenas e os pertencentes a religides antigas, sdo até hoje
usados pela ciéncia como base para novos medicamentos. Principalmente no estado cearense
esse uso ganhou grandes proporcdes, devido os conhecimentos advindos dos imigrantes que
desembarcavam em tal territdrio, os proprios autdctones presentes no mesmo e a rica flora que
compdem o estado (MARTELLI; CARVALHO, 2019).

3.2 METABOLISMO SECUNDARIO

Simdes et al., (2017), descrevem que as células dos seres vivos passam por inimeras
reacOes quimicas, que desencadeam o funcionamento celular. Esses processos quimicos a niveis
biologicos recebem o nome de metabolismo, referindo-se as reagGes de sintese ou de
degradacdo que resultardo em metabdlitos de origem primaéria ou secundaria.

Os metabdlitos classificados como primarios sdo originados em processos quimicos

iniciais a vida e que podem ser comuns a todos os seres vivos. O anabolismo que é a formagéo
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de composto a partir de precursores simples e o catabolismo que se caracteriza como a quebra
de compostos complexos em compostos mais simples, sdo exemplos de metabdlitos primarios.
Como exemplo destes processos estdo aqueles envolvidos na liberacdo de energia para o
funcionamento celular ou os que desempenham a transmissdo de informacGes genéticas. Os
carboidratos, lipideos, proteinas e acidos nucleicos séo representantes produtos do metabolismo
primario (HUAYTALLA, 2017).

Todas as reagdes que envolvem a manutencdo, sobrevivéncia e desenvolvimento do
organismo celular faz parte do metabolismo primario. Portanto este envolve reacdes que sao
capazes de transformar moléculas de nutrientes em pequenas moléculas essenciais para a
constituicdo celular, reacfes essas que encontram-se envolvidas na manutencdo da
sobrevivéncia e do desenvolvimento celular (WATSON et al., 2015).

Entretando ao relatarmos sobre as vias metabdlicas que dardo origem a substancias que
ndo necessariamente vao estar intimamente ligada com o funcionamento da célula, estamos nos
referindo ao metabolismo secundario. Esse processo € restrito a grupos especificos de micro-
organismos e 0s vegetais em larga escala sdo capazes de desempenhar tal producéo, apesar de
ndo serem essenciais ao organismo que o produz desempenham funcdes primordias na
sobrevivéncia e manutencdo da espécie no ambiente ao qual est inserida (SIMOES et al.,
2017).

Como descrito anteriormente essas substancias produzidas em pequenas quantidades e
restristas a alguns grupos sdo utilizadas na classificacdo e identificacdo bioldgicas dos vegetais.
Esses metabolitos secundarios podem atuar protegendo plantas contra herbivoros, impedindo o
ataque de patégenos ou potencializando os beneficios na competicdo entre outras plantas,
através da alelopatia. Podem ainda foverecer a protecdo vegetais contra fatores externos, como:
umidade, radiacdo solar e temperatura e atrair animais polinizadores e pilhadores dispersores
de sementes (BORGES; AMORIM, 2020; SANTOS et al., 2021).

A producdo destes compostos é influenciada por fatores ambientais que podem ser
determinados pela composicao do solo ou até mesmo a variagéo climética. Essa interferéncia ¢
somatizada e pode levar a alteragdes nas quantidades e nas qualidades dos metabolitos
produzidos por uma mesma espécie, sendo esse mecanismo elucidado atraves de estudos que
comparem plantas de uma mesma espécie frentes aos fatores determinantes na sua composi¢do
quimica (SIMOES et al., 2017; SILVA, 2021).

Os metabdlicos secundarios sdo classificados em trés grandes grupos (Figura 1):
Compostos fenolicos (acidos fendlicos, lignanas, flavondides, taninos e estilbenos), Compostos

nitrogenados (Alcaldides) e os Terpenos. Essa diversidade de compostos esta diretamente
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relacionada com a protecdo dos vegetais contra fatores bioticos e abioticos, por esse motivo séo
considerados potenciais promissores terapéuticos e ja sao validados e utilizados pelas inddstrias
biofarmacéuticas pelos seus principios ativos (SCHAFRANSKI, 2019; CUNHA et al., 2016
a,b).

Figura 1: Principais classes de metabdlitos secundarios.
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Fonte: LIMA (2020).

3.3 ATIVIDADE ALELOPATICA DE PLANTAS

A Alelopatia foi descrita por Molisch (1937), como a influéncia que um organismo
vegetal desempenha sobre o outro. Essa influéncia pode ser considerada positiva ou negativa e
normalmente interfere no crescimento da planta. Esse processo é ocasionado por aleloquimicos
que sdo compostos que podem ser liberados através da: volatilizacdo de compostos gasosos,
lixiviacdo de compostos polares de superficie vegetal, exsudagdo radicular e principalmente por
meio da decomposicgéo de resto de material vegetal (LOVETT, 2007; DUKE, 2010)

O conceito mais recente utilizado foi o determinado pelo pesquisador Elroy Rice (1984)
que descreveu a alelopatia como: “qualquer efeito que fosse direto ou indiretamente benéfico
ou danoso que uma planta, incluindo os micro-organismos que habitam nesta, exerce sobre
outra planta através da produgdo de compostos quimicos liberados no ambiente pelo

metabolismo secundéario da espécie. O perfil quimico secundario da planta pode pertencer a
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varias categorias, como: fenois, alcaloides, terpenos livres, &cidos graxos, poliacetilenos entre
outros e sdo provenientes das gemas, folhas, flores e frutos de muitas espécies vegetais
(BEZERRA et al., 2020).

Esses aleloquimicos tem a capacidade de atuar de forma direta ou indireta, ao se ligarem
nas membranas ou penetrarem nas células das plantas receptoras estdo desempenhando a
atividade direta proporcionando alteragdes no metabolismo vegetal. Por outro lado,
indiretamente eles podem atuar causando modificaces nas propriedades nutricionais do solo
e/ou nas comunidades microbioldgicas da planta. Portanto, afetam os vegetais, através da:
respiracdo, abertura dos estdmatos, fotossintese, sintese das proteinas, crescimento da radicula
e cauliculo, inibigdo do transporte de membrana, atividade enzimatica e mutacdes no material
genético (YAN et al., 2015).

Deve se considerar que alguns fatores influenciam a atividade desses compostos
quimicos (Figura 2), entretanto ao reconhecermos esses fatores a atividade alelopatia pode ser
verdadeiramente confidvel. A temperatura, caracteristicas fisicas e quimicas do solo,
intensidade luminosa, idade do 6rgéo da planta, Microorganismos entre outros sao moduladores
da quantidade de substancias alelopaticas, por exemplo esse efeito pode ser mascarado pelos
valores extremos de pH e potencial osmético, uma vez que podem impedir a germinagdo de
sementes ou plantulas. Por esse mesmo motivo ensaios que utilizam extratos podem apresentar
resposta diferenciada em funcdo do solvente utilizado (GINDRI; COELHO; UARROTA,
2020).

O efeito alelopatico tem sido bastante explorado através da pesquisa cientifica, uma vez
que na fisiologia vegetal esses aleloquimicos apresentam um grande potencial na substituicdo
dos inseticidas, herbicidas e diversos defensivos agricolas industriais responsaveis por causar
um desequilibrio do ecossistema nativo. Além disso, essa atividade auxilia na elucidacdo dos
mecanismos utilizados pelas espécies para colonizacdo do ambiente. Outro viés € a utilizacao
da alelopatia na melhoria e aumento da producao de alimentos (SILVA et al., 2018)

Considerando o bioma ao qual estamos inseridos, Caatinga, essa atividade traz uma
contribuicdo direta ao determinar espécies que atuam de forma sinérgicas entre si, favorecendo
0 manejo sustentavel e a eficacia na recuperacdo de areas devastadas, bem como averiguar se 0
estresse hidrico, térmico, luminoso e nutricional interfere na qualidade e quantidade dos
metabdlicos secundarios. Além de observar se a liberagdo dos aleloquimicos no meio podem
atuar sobre a sucessdo vegetativa apo6s a influéncia da sazonalidade na germinagdo e o

desenvolvimento de espécies nativas da Caatinga (SILVA et al., 2021).
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Figura 2: Fatores que podem influenciar na sintese e armazenamento de metabdlitos
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Fonte: GOBBO-NETO; LOPES (2007).

3.4 POTENCIAL TOXICOLOGICO DE PLANTAS

Além do potencial terapéutico as plantas possuem consideravelmente um potencial
toxico que ainda ndo é bem elucidado. A facilidade de acesso e as varias formas de uso dos
produtos naturais pode expor aos usuarios complicacfes desconhecidas. Esses metabolicos
desconhecidos de toxicidade quando associados erroneamente aos medicamentos podem trazer
sérios agravos a satude. Mesmo com a ampliacdo dos estudos nesta area pouco ainda se conhece
sobre as intoxicacdes geradas e o que eles podem gerar a longo prazo pelos adeptos a medicina
popular (LIMA et al., 2019),

Na populagéo temos individuos que utilizam diversas substancias sem conhecerem suas
propriedades, vezes ou outros esses compostos podem causar reacdes indesejadas e por esse
motivo o conceito de substancias toxicas é bastante variavel, uma vez que este depende da
dosagem e do individuo que a ingere. A toxicidade de uma espécie esta intimamente ligada ao
seu metabolismo secundario, esses compostos ao serem inalados, ingeridos ou ao entrarem em
contato com o organismo podem gerar alteracGes patologicas em homens e animais, podendo
levar a distarbios de comorbidade ou até mesmo o 6bito (RIBEIRO et al., 2019).

Ao se utilizar um composto natural é preciso saber distinguir qual parte do vegetal deve
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ser utilizada, pois os principios ativos podem ter concentracdes diferentes em partes diversas
das plantas o que pode levar a efeitos toxicos. E possivel inferir que o uso sem instrucio de
plantas medicinais pode apresentar um efeito adverso ao que se espera, se caracterizando como
um quadro de intoxicacdo, as superdosagens e desinformacdo acerca dos medicamentos
naturais podem comprometer diversas partes do corpo e apresentar manifestacdes clinicas
variadas (SENIGALIA et al., 2020)

Dentre os efeitos toxicoldgicos podemos destacar a diarreia, vémitos, nauseas que séo
sinais mais frequentes da intoxicacao, sendo a cabeca, 0 estbmago e o intestino 6rgdo mais
afetados. A irritacdo das mucosas gastricas quase sempre estar presentes em episddios
toxicoldgicos, mas o uso exagerados dos compostos naturais também podem afetar 6rgaos
como o coracdo dando origem a bradicardia e taquicardia. Alguns grupos de riscos como as
gestantes devem tomar cuidado ao utilizar os fitoterapicos, uma vez que superdoses podem
levar a fortes contragdes uterinas, resultando em riscos para o feto que vao desde a alteragdes
teratogénicas até mesmo o aborto (SOUZA et al., 2020).

Ao considerar a toxicologia, sabe-se que uma planta medicinal ou fitoterapica nédo
apresenta apenas efeitos imediatos que estdo ligados a ingestdo, por exemplo: os efeitos
cumulativos das alteracdes hepatdxicas, nefrotéxicas e carcinogénicas, devem ser considerados.
Levando em conta esse contexto, a importancia da toxicidade pelo uso de plantas precisa ser
reconhecida pela populacdo, comunidade cientifica e médica. Com o intuito de diminuir os
casos de intoxicacdo humana, prevencdo de acidentes e/ou efeitos indesejados e responder
guestionamentos dos usuarios da medicina popular, resultando em uso consciente e sustentavel
dos fins terapéuticos disponiveis (OLIVEIRA et al., 2020).

3.5 ACAO ANTIMICROBIANA DAS PLANTAS MEDICINAIS

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

A atividade antimicrobiana das plantas medicinais esta relacionada diretamente a
presenca dos seus metabolitos secundarios, em especial os taninos e flavondides. Esses
compostos sdo substancias fenolicas complexas, a grande maioria sdo de origem vegetal e

apresentam excelente atividade antimicrobiana, pois possuem uma capacidade de se
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depositarem nas proteinas celulares das mucosas e dos tecidos, formando uma capa que ira
inibir enzimas, e posteriormente causar uma ruptura da membrana celular impedindo assim o
desenvolvimento do microrganismo (KOVALSKI; OBARA, 2013; PEREIRA et al., 2015).

Os compostos fenolicos sdo descritos como a principal classe de interesse da ciéncia,
isso devido a sua ampla variedade de atividades antimicrobianas, a capacidade de modulagéo
enzimatica associada a atividade antioxidante, a capacidade de ligar metais e a producéo de
perdxido de hidrogénio, potencial de auto-oxidacdo, além da hidroxilagcdo dos anéis
aromaticos desta familia, confere a esses composto o potencial promissor terapéutico frente
aos microrganismos (VERRUCK; PRUDENCIO; SILVEIRA, 2019).

Diante disso, ao investigarmos plantas medicinais que possuam substancias capazes de
agir contra micro-organismos patogénicos, tornamos o estudo de grande importancia, visto que
é crescente a resisténcia antimicrobiana. Esse problema tem comprometido a populacéo de uma
maneira geral, pois representa um grande desafio para o manejo clinico, além de ser responsavel
pelo grande nimero de mortalidades por infec¢es e do aumento de custos do tratamento. Ao
avaliarmos essas condi¢cfes, o uso de plantas com potencial antimicrobiano tem se tornado a
alternativa natural mais viavel para a profilaxia e tratamento de diversas doencas,
principalmente quando os recursos financeiros estdo escassos nos paises em desenvolvimento
(PAI et al., 2016).

As plantas que possuem flavonoides tém a capacidade de interagir com as membranas
bioldgicas devido a sua lipofilicidade. O mecanismo de acdo deste metabodlito se da pelos
grupos de hidroxila, conferindo polaridade e propriedades as moléculas, essa interacdo torna a
bicamada lipidica dependente do pH determinado pelos flavonoides e lipidieos. Normalmente,
no pH baixo ocorre uma maior penetracdo dos flavonoides na camada lipidica diminuindo a
fluidez da membrana celular do Microrganismo, alterando a troca de nutrientes e compostos
celulares, resultando na inibicdo de energia para a célula microbiana (MOVILEANU;
NEAGOE; FLONTA, 2000).

Os flavonoides ainda s@o capazes de reduzir a sintese de &cido desoxirribonucleico
(DNA) e acido ribonucleico (RNA) através da inibi¢cdo da DNA girase, incluindo suas pontes
de hidrogénio aos sitios ativos da DNA girase, confirmando sua atividade antimicrobiana.
Segundo os estudos de Yadav et al., (2018), essa atividade é atribuida ao anel B dos flavonoides
que pode desenvolver um importante papel de intercalacdo ou ligacdo de hidrogénio ao
empilhamento de bases dos acidos nucléicos.

A capacidade neutralizante de fatores de viruléncia dos flavonoides também foi descrita

na literatura, a catequina polimerizada bloqueia o efeito da toxina do Staphyloccocus aureus,



27

tanto in vitro como in vivo, além das classes de isoflavonas e chalconas inibem a enzima Urease
da Helicobacter pylori e desempenham o efeito sinérgico quando usados com antibi6ticos
contra esse microrganismo, através da combinacdo aditiva. Vale ressaltar que o sinergismo
antimicrobiano ndo depende somente de um composto secundario, portanto trata-se de um
efeito multi-objetivo (SILVA et al., 2020).

Os compostos nitrogenados também desempenham fungdes importantes na atividade
antimicrobiana. De fato, os alcaloides sdo compostos organicos ciclicos que possuem pelo
menos um atomo de nitrogénio no seu anel, estdo relacionados a defesa contra herbivoria,
resisténcia das plantas aos Microrganismos e podem atuar de forma combinada, reduzindo a
dose terapéutica de medicamentos de prescricdo direta (KIM et al., 2015).

Deste modo a familia Asparagaceae, também apresenta muitas espécies com
propriedades medicinais. Estudos apontam que a capacidade de alteracdo morfogenética
depende de inimeros fatores como: presenca de compostos fendlicos, a forma de crescimento
da espécie e clima, ja que geralmente essas plantas possuem potencial de atividade reduzido,

apesar destas adaptarem estruturalmente a ambientes secos (PINDEL, 2017).

3.6 FITOPATOGENOS

Os fitopatdgenos sdo Microrganismos capazes de causar doencas em plantas. Essas
alteracBes muitas vezes sao atribuidas a mudancas anormais nos seus processos fisioldgicos
resultando em algum sofrimento para a planta. A debilitacdo ou enfraguecendo da planta pela
utilizacdo continua de nutrientes para o uso do patdégenos pode ser uma das principais causas
de origem de doenca. Além de, producdo de toxinas ou substancias reguladoras de crescimento,
bloqueio do transporte de alimentos e nutrientes para os tecidos vegetais e 0 consumo do
conteddo celular para resisténcia do patdgenos a fatores ambientais sdo exemplos de danos
causador por estes agentes (SILVA et al., 2020).

De acordo com Michereff (2001) essas alteracdes nas plantas causam danos diretos aos
seus produtos influenciando na rentabilidade do empreendimento agricola. A tipologia de danos
(Figura 3) estar relacionado a limitacdo dos tipos ou variedades de plantas que se desenvolvem
em determinada area geografica, reducdo da quantidade ou da qualidade dos produtos vegetais,
doencgas podem tornar as plantas venenosas ao homem e aos animais, a perda econdémica ao se
optar por um processo de controle como agrotoxicos, utilizagdo de maquinas, mao de obra e

espaco para armazenagem destes produtos.
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Figura 3: Niveis dos danos causados por fitopatdgenos
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Fonte: MICHEREFF (2001).

Esses fitopatdgenos afetam os principais sistemas agricolas no Brasil e ddo origem as
doencas de importancia econdmica. Uma vez que instalados nas plantas retardam o crescimento
ou danificam a lavoura, por exemplo levando a diminuicdo da producdo do fruto ou gréo.
Podem ser de origem bacteriana, fungica, viral ou causadas por nematoides. Dentre as doencas
mais com maior impacto econdmico estdo aquelas originadas por fungos ja que esses podem
atacar desde o inicio da lavoura até o final de formacdo do ciclo e sdo capazes de se espalharem
por toda a planta (BRAGA JUNIOR et al., 2017).

Os fungos podem impedir processos vitais aos vegetais, como: destruir os 6rgdos de
armazenamento, causar danos a plantulas, danificar raizes, atacar o sistema vascular e interferir
na fotossintese. Entre os fungos causadores de doencas podemos destacar: Cylindrocladium,
Fusarium, Macrophomina, Rhizoctonia, Sclerotinia, Sclerotium, Thielaviopsis e Verticilliumo
(causadores de doencas radiculares); Fusarium subglutinans, Curvularia lunata e Bipolaris spp
(contaminantes de frutos) e Verticillium, Sclerotium rolfsii, Macrophomina phaseolina,
Rhizoctonia, Pythium sp., Phytophthora, Fusarium sp., Scleriotinia sclerotiorum, Ralstonia,
Meloidogyne, Pratylenchus, Heterodera glycines e Dytilenchus dipsaci (patégenos de plantula,
folha e caule) (CORREIA; MICHEREFF, 2018; MATARESE et al., 2012; BELLE;
FONTANA, 2018).

Apesar de serem de géneros diversos esses patdgenos acabam compartilhando
caracteristicas inerentes ao solo que estdo inseridos. Sendo influenciados por componentes
biodticos e abioticos, como as técnicas para enriquecimento do solo: adubacéo, aplicacdo de
esterco, irrigacdo e o proprio plantio. Normalmente os fungos invadem as plantas pelas
estruturas subterraneas, porem podem alcancar as partes superiores de plantas de pequeno ou
grande porte (MACEDO et al., 2018).

Algumas caracteristicas sdo utilizadas na identificacdo de plantas que foram infectadas
por doencas fangicas. Alteracdes na qualidade microbiologica dos frutos ou demais partes das

plantas podem ser indicativos doencas microbianas. O aspecto amarelado e descorado, manchas
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enegrecidas e enrugamento sdo indicativos da alteracdo na qualidade fisiologica da planta. Ao
comprometer a germinacao esses patdgenos podem reduzir o vigor das radiculas e cauliculos,
comumente encontramos Sementes germinadas ao lado de sementes senescentes. Essa
caracteristica ocorrem quando apresentam em formas de propagacdo mais variadas: esporos,
estruturas de resisténcia, micélios, dentre outras (PEIXINHO et al., 2017).

Para o combate de um parasita patogénico o hospedeiro desenvolve uma resisténcia que
pode estar associada ao aspecto fisioldgico da planta, como a capacidade de retardar ou inibir
a entrada do patdgeno em seus tecidos. O sistema de defesa das plantas normalmente atua de
uma maneira dindmica e coordenada e se inicia com o reconhecimento de sinais de desequilibrio
exogenos que sao resultados da colonizacdo do patégeno frente a mudancas na atividade génica
e bioquimica no metabolismo celular vegetal (STANGARLIN et al., 2010).

Quando o processo descrito anteriormente ndo ocorre 0 método comumente utilizado
para o controle desses fitopatdgenos, é o0 método quimico. Entretanto, esses agroquimicos séo
de alta toxicidade, e sdo criadores de muitos problemas, como: a resisténcia microbiana, 0s
prejuizos econdémicos de producéo, desequilibrio e contaminacéo da flora e flauna. Na tentativa
de reversao ou reduzir os desastres ambientais foi que se intensificou a utilizacdo dos recursos
naturais renovaveis como fonte de novas substancias bioativas para esse controle (SOUSA,
2020).

Como alternativa existem as plantas medicinais, que possuem uma grande riqueza
guimica com o0s seus principios ativos microbiocidas contra esses agentes, além da reducédo do
impacto ambiental, ainda possuem menores custos de aquisicdo. Sendo a utilizacdo de extratos
e 6leos essenciais de plantas medicinais uma opcao vidvel e bastante promissora do ponto de
vista econdmico e ambiental (DEMARTELAERE et al., 2021).

3.7 INFORMACOES BOTANICAS

3.7.1 Familia Asparagaceae

A familia Asparagaceae compreende cerca de 2.480 espécies distribuidas em 120
géneros. E da ordem: Asparagales de divisdo Magnoliophyta. Composta por ervas e arbustos
que tem caracter escamoso, espinhoso ou em forma de agulha mundialmente difundida como
uma das familias mais estudadas como novo agente terapéutico (IANNACONE et al., 2013).

Os membros dessa familia possuem as seguintes caracteristicas: folhas basais de cor

rosulada septados, com lamina paralelinérvea. As inflorescéncias podem ser simples ou
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compostas e as flores variam de formato completamente diferente as homoclamideas. O
aparelho reprodutor masculino do género possui seis estames livres enquanto o aparelho
feminino, o Gineceu tem ovario tricarpelar, trilocular. O fruto € agrupado em capsulas com
fendas contendo varias sementes por capsulas (LOPES, 2017).

Essa familia possui uma vasta distribuicdo por ser conhecida como cosmopolita. No
Brasil foram identificados quatro géneros principais: Clara Kunth, Furcraea Vent,
Hagenbachia Nees & Mart e Herreria Ruiz & Pav, distribuidos em 14 espécies. Dentre esses
géneros existem trés espécies bastante conhecidas como ornamentais: Agave, Anthericum e
Chlorophytum (KUMAR et al., 2010).

Portanto, uma das principais caracteristicas é justamente a de ser considerado um
vegetal arbustivo que tem grande valor ornamental, bem como a aplicacdo da familia na
economia através da obtencdo da matéria prima para a fabricacdo de bebidas alcoodlicas. Outra
aplicacdo é a combinacédo de espécies para a formacéo de cercas vivas aumentando a biomassa
vegetal do solo e a incorporacdo como alimento devido a concentracdo de agentes bioativos
presentes em algumas espeécies (VELASQUES; JACOBI; CARDOSO, 2015).

3.7.2 Género Asparagus sp.

O género Asparagus contém mais de 200 espécies, encontradas como herbaceas e
arbustos com um longo periodo de vida. Alguns deles sdo usados como plantas vegetais
ornamentais como A. densiflorus, A. setaceus, A. asparagoides, A. falcatus, ou sdo incorporados
nas dietas como A. officinalis, A. maritimus e A. acutifolius outros s&o conhecidos por serem
plantas medicinais como A. racemosus, A. verticillastrum (PINDEL, 2017).

As espécies deste género sdo largamente utilizadas por conterem propriedades
nutricionais e medicinais, atribuidos a presenca de metabdlicos secundarios como saponinas
triterpénicas que sdo compostos lipofilicos com funcéo de solubilidade elevada, tem acdo sobre
membranas celulares desorganizando-as e podem unir com esteroides apresentando atividade
antifungica. A agregagdo as proteinas, carboidratos, complexos vitaminicos e aminoacidos
atribui as espécies agOes: anti-inflamatoria, diurética, vasodilatadora, analgésica e de controle
da permeabilidade celular (HESHAM et al., 2012; ZHONG et al., 2015).

Como funcdo benéfica evidente temos a capacidade de mediacdo no processo de
organogénese quando se fala de herdabilidade genética, por serem monofiléticos (mesmo
ancestral). Este género possui alto grau de hereditariedade entre as espécies e isto contribui

significativamente para a variacdo genética podendo assim selecionar plantas fenotipicamente
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superior através do isolamento de fatores genéticos aditivos (CRAVERO et al., 2002).

3.7.3 Espécie Asparagus setaceus (kunth).

A escala nativa desta espécie é da Etidpia Central para S. Africa, Comores. E uma
Angiosperma perene e cresce principalmente nos biomas tropicais sazonalmente secos. E usado
para tratar distdrbios medicinais ndo especificados, tem usos ambientais e usos sociais, como
racdo animal, veneno, medicamento e para alimentacdo, porém ndo existem estudos
consolidados sobre essas aplicagdes (BOTHALIA, 1966; DUTILH; LOPES, 2020).

Asparagus setaceus é uma espécie de arbusto da familia Asparagaceae. Eles sdo
alpinistas e possuem folhas simples e largas. O habito do ciclo de vida indica a duracao tipica
da vida de uma planta individual. Os valores comuns sdo anuais, bienal e perene. Algumas
plantas tém duracdes diferentes dependendo do ambiente ou localizagéo, entéo essa planta pode
ter mais de um valor (PARR et al., 2014).

Figura 4: Imagem da planta catalogada em herbaério.

E3Udieg 10007 J00D NYOON

Fonte: ROYAL BOTANIC GARDENS KEW (1965)
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CAPITULO 1: Perfil quimico e potencial alelopatico das folhas de Asparagus setaceus

(Kunt) coletadas no periodo manha e tarde

RESUMO

Este trabalho teve como objetivo elucidar o perfil quimico e o potencial alelopatico do Extrato
Etandlico das folhas de Asparagus setaceus no periodo manha (8 horas) e tarde (14 horas). O
extrato foi obtido com o uso de etanol a frio e as classes de metabolitos secundarios foram
identificadas com reagentes especificos. Para a atividade alelopatica a solucdo teste foi obtida
a partir de 100 mg do extrato etandlico, dissolvidos em 100 mL de etanol 66% obtendo
concentracdes de 6,25% a 100%. Foram utilizados dois grupos controles: agua destilada e o
Alcool etanol 66% na avaliagio dos seguintes pardmetros: porcentagem de germinacéo (GP),
indice de velocidade de germinacdo (IVG) e comprimento do cauliculo e da radicula. Os
resultados tabulados foram analisados pelo ANOVA bidirecional, através da andlise da
variancia e teste de Tukey. Os valores de pH do Extrato etanélico de Asparagus setaceus manha
variaram de 9 a 12, para Extrato etandlico de Asparagus setaceus tarde variaramn de 8 a 12. Na
analise fitoquimica o extrato da manhd apresentou uma maior quantidade de metabolitos
quando comparado ao mesmo extrato elaborado no periodo da tarde, causando maior
interferéncia negativa observada no indice de velocidade de germinacéo e no desenvolvimento
de plantulas. Diante disso, a agdo combinada destes compostos e os fatores como umidade,
temperatura e padrdo do solo devem ser considerados quando avaliar os diversos resultados
encontrados, sendo necessarios mais estudos para investigar os constituintes especificos da
atividade alelopaética.

Palavras chave: Asparagus setaceus. Alelopatia. Metabdlitos secundarios. Germinacao.

ABSTRACT

This work aimed to elucidate the chemical profile and the allelopathic potential of the Ethanolic
Extract of Asparagus setaceus leaves in the morning (8 hours) and afternoon (14 hours). The
extract was obtained using cold ethanol and the classes of secondary metabolites were identified
with specific reagents. For allelopathic activity, the test solution was obtained from 100 mg of
ethanolic extract, dissolved in 100 mL of 66% ethanol, obtaining concentrations from 6.25% to
100%. Two control groups were used: distilled water and ethanol 66% alcohol in the evaluation
of the following parameters: germination percentage (GP), germination speed index (IVG) and
stem and radicle length. The tabulated results were analyzed by two-way ANOVA, through
analysis of variance and Tukey's test. The pH values of EEASm ranged from 9 to 12, for EEASt
a pH of 8to 12. In the phytochemical analysis, EEASm showed a greater amount of metabolites
when compared to the same extract prepared in the afternoon, causing greater negative
interference observed in the index germination speed and seedling development. Therefore, the
combined action of these compounds and factors such as humidity, temperature and soil pattern
should be considered when evaluating the different results found, and further studies are needed
to investigate the specific constituents of allelopathic activity.

Keywords: Asparagus setaceus. Allelopathy. Secondary metabolites. germination.
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INTRODUCAO

A alelopatia é descrita como um mecanismo pelo qual as plantas vivas ou mortas
liberam compostos quimicos com capacidade de interferir negativamente ou positivamente no
crescimento e desenvolvimento de outras plantas. Na natureza essa atividade desempenha um
papel importante na formacdo de comunidade vegetal, germinacdo, sucessdo vegetal e
dominacdo de ambientes. Essa é a estratégia comumente utilizada por plantas exoticas para a
colonizacdo de ambientes naturais (CAMPOS et al., 2022).

Os compostos quimicos como grupos dos fendis, terpenos, alcaldides e flavonoides séo
provenientes de diferentes 0rgaos vegetais e quando liberados no meio ambiente atuam como
aleloguimicos. Esses possuem a capacidade de mediar interaces bioguimicas entre plantas e
sédo liberados por meio de exsudagdo, volatilizagdo, lixiviagdo e principalmente pela
decomposicéo de restos vegetais (SILVA et al., 2021).

A acdo destes compostos pode impedir a divisdo celular, processos de alongamentos,
germinacao e crescimento de plantas. Normalmente atuam modificando a sintese dos principais
componentes que formam as plantas, alterando a distribuicdo de carbonos nas células,
impedindo hormonios de regulagéo e crescimento e acelerando ou reduzindo as atividades de
enzimas do metabolismo vegetal (RODRIGUES et al., 2020).

Como alternativa mais vantajosa os aleloquimicos estdo amplamente sendo utilizados
como herbicidas naturais. Ao contrario dos métodos convencionais estes reduzem o risco de
contaminacdo ambiental, limitam alteracdes nas espécies invasoras e diminuem a resisténcia
aos compostos ja veiculados no mercado. Nesse sentido os aleloquimicos podem contribuir
como base para sintese de agroquimicos menos prejudiciais a saude e a biodiversidade
(MACHADO; MUNIZ; TERRA, 2021).

Na busca de alternativas de controle, observou se que muitos extratos vegetais
apresentam atividades de interesse biologico que contribuem no desenvolvimento de
agricultura sustentavel. Os extratos demonstram atividades: antimicrobianas, antioxidantes,
inseticidas, alelopaticas etc. e podem atuar no controle de pragas e doencas vegetais com menor
toxicidade e impacto ambiental (SILVEIRA et al., 2021).

Essas caracteristicas sdo observadas em plantas da familia Asparagaceae como € 0 caso
do Asparagus setaceus (Kunt), popularmente conhecido como melindro. As espécies desta
familia possuem inimeros compostos fenolicos, terpenos e acido ascorbico justificando assim

suas atividades biologicas. A acédo alelopatica ocorre pela presenca de compostos lipofilicos de
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alta solubilidade e fendis, pois estes possuem degenerativas sobre as membranas celulares
(HESHAM et al., 2012). Diante disso, o presente estudo teve como objetivo elucidar o perfil
quimico e o potencial alelopatico do Extrato Etandlico das folhas de Asparagus setaceus no

periodo manha e tarde .
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MATERIAL E METODOS

LOCAL DE ESTUDO

Os experimentos foram realizados no Laboratério de Pesquisa de Produtos Naturais-
LPPN da Universidade Regional do Cariri-URCA e no Laboratorio de Quimica do Instituto

Federal de Educacéo, Ciéncia e Tecnologia do Ceara- IFCE, Campus Juazeiro do Norte.

OBTENCAO DO MATERIAL BOTANICO

A espécie foi adquirida comercialmente pelo pesquisador em feira livre na cidade de
Juazeiro do Norte-Ce e posteriormente cultivadas em jardim ornanamental particular. Para
obtengdo do extrato, as folhas frescas de Asparagus setaceus foram coletadas deste jardim
ornamental particular, Juazeiro do Norte- CE, localizada a 7°15'18.4"S 39°19'05.2"W no

periodo da manha (8 horas) e no periodo da tarde (14 horas).

PREPARACAO DO EXTRATO

As folhas de Asparagus setaceus (Kunth) foram selecionadas, secas a temperatura
ambiente e em seguida trituradas para aumentar a superficie de contato, submersas em etanol
P.A para extracdo a frio por um periodo de 72 horas, de acordo com Simdes et al. (2010). A
mistura foi submetida a filtragéo para retirada das impurezas, e a destilacdo do solvente ocorreu
em evaporador rotativo sob pressao reduzida a temperatura controlada entre 30-60 °C. Os
rendimentos dos extratos foram calculados com base no peso seco do extrato manha (50g) e
tarde (50g) em comparativo com o peso das folhas antes da extracdo. O rendimento foi de 9,16%

para o extrato Etanolico da manhéd e 9,6% para o da tarde.

Prospeccdo quimica

A prospeccdo quimica foi realizada de acordo com a metodologia de Matos (2009) e
Simdes et al. (2010) com o intuito da elucidagdo de classes de metabolitos secundarios como
flavondides, alcaldides, taninos, dentre outros. Esse ensaio baseia-se na observacdo visual,

intensificacdo da cor ou formacdo de precipitado apos adicdo de reagentes especificos nas
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solugdes das amostras.

ATIVIDADE ALELOPATICA

Preparo das concentragdes do Extrato

A solucdo teste foi obtido a partir de 100 mg do extrato Etandlico das folhas de
Asparagus setaceus (Kunth), dissolvidos em 100 mL de etanol 66%. A mistura foi
homogeneizada e transferida para um baldo volumétrico para obtengdo do Extrato Etan6lico na
concentracdo de 100% (Solucdo méae), a partir deste foram diluidas as concentragdes de 50%,
25%, 12,5% e 6,25% (Tratamentos). Foram utilizados dois grupos controles: agua destilada e
o Alcool etanol 66% (ANDRADE et al., 2017).

Bioensaios para o estudo do potencial alelopético

Os bioensaios dos extratos etandlicos possuiam fragfes que estavam em concentracoes
de 100, 50, 25, 12,5 e 6,25%, como descrito anteriormente. Cada tratamento e os controles
foram compostos por cinco repeticdes com 20 sementes de Lactuca sativa L. (alface). Essa
planta receptora € utilizada como alvo de estudos alelopaticos devido a sua sensibilidade, pois,
mesmo em menor concentracfes de aleloquimicos seu processo de germinacdo pode ser
comprometido. Além disso, a germinacdo € rapida em aproximadamente 24 h, tem crescimento
linear, é insensivel a diferencas de pH das solugdes (RICE, 1984; SOUZA, et al., 2005).

Os experimentos foram conduzidos em placas de Petri com dois discos de papel filtro
umedecidos com 3 mL do extrato em diferentes concentragdes. Por outro lado, o controle foi
umedecido em 3 mL de 4gua destilada e 3 mL do Alcool etanol 66%. Os experimentos foram
conduzidos em uma cdmara de germinacdo de sementes com demanda bioldgica de oxigénio
(DBO) em temperatura de 25 °C e fotoperiodo de 12 horas durante sete dias. As placas foram
deixadas abertas por 12 horas para evaporar completamente o solvente para 0s bioensaios com
extrato etanolico e concentragdes (MAZZAFERA, 2003).

O pH dos extratos em diferentes concentracdes foi analisado usando um medidor de pH.
Solugdes com pH superior a 6,0, faixa considerada 6tima para germinacdo, foram ajustados
usando soluc6es de KOH 0,1 N e HCl a 1% (MACIAS, GALLINDO; MOLINILLO, 2000).
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Parametros Avaliados

Foram avaliados os seguintes parametros: porcentagem de germinacdo (GP), indice de
velocidade de germinacdo (IVG; a cada 24 horas) e comprimento do cauliculo e da radicula
(avaliados ap0s sete dias da semeadura). Cinco mudas de cada repeticdo foram utilizadas para
medir o comprimento de cauliculos e radiculas de L. sativa, totalizando 25 plantulas por
tratamento e controles (ANDRADE et al., 2017).

ANALISES ESTATISTICAS

Os resultados foram avaliados através do modelo de regressao linear por comparagédo
maltipla. Foi utilizado ANOVA bidirecional seguida pelo teste de Bonferroni ou Tukey
utilizando software GranphPad Prism 6.0. Os resultados em p < 0.01 serdo considerados

estatisticamente significativos.
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RESULTADOS E DISCUSSAO

Como apresenta a Tabela 1 os valores de pH do e EEASm variaram de 9 a 12, para
EEASt um pH de 8 a 12, esses valores foram ajustados para a faixa de 6 para evitar

interferéncias com crescimento e desenvolvimento das plantulas (Tabela 1).

Tabela 1: Valores de pH para concentragcdes do Extrato Etandlico das folhas de
Asparagus setaceus (EEAS) manhd e tarde

EEASmM EEASt
TRATAMENTOS | _PH _PH PH _PH
normal | ajustado | normal | ajustado
CONTROLE
(ETANOL 66%) 6.5 6 6.5 6
CONTROLE
(AGUA) 55 6 55 6
EXTRATO A 6,25% 9 6 8 6
EXTRATO A 12,5% 12 6 10 5,8
EXTRATO A 25% 11 59 11 5,9
EXTRATO A 50% 12 6,1 11 6,1
EXTRATO A 100% 11 6 12 6

Fonte: Prépria do autor.

Em concordancia, Sousa et al. (2020) descreve que os valores de pH 5,37- 6,81 nédo
interferem na germinacdo das plantulas e por esse motivo sdo adequadas para 0
desenvolvimento da maioria das espécies. Dando énfase que o pH entre 5-7,0 dos extratos de
espécies invasoras sao ideais para a germinacao e desenvolvimento da alface.

Quando em condigdes atipicas os valores de pH podem afetar negativamente o
crescimento e desenvolvimento das plantulas. Tanto a acidez ou alcalinidade necessitam de
ajuste de pH para 6,0, pois este intervalo € indicado para germinagdo. Fioresi et al. (2021)
relatam que a interferéncia dos extratos que contém acucares, aminoacidos e acidos organicos
sdo capazes de mascarar o efeito dos metabolitos secundarios, quando estdo em condicdes
extremas.

A andlise fitoquimica do extrato etandlico permitiu qualificar 15 constituintes quimicos
observados através da mudanca de cor e formacdo do precitado. A composi¢cdo quimica do
EEASmM apresentou em maior quantidade quando comparado ao mesmo extrato elaborado no
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periodo da tarde, como demonstra a Tabela 2.

Tabela 2: Perfil quimico do Extrato Etandlico das folhas de Asparagus setaceus (EEAS)
manha e tarde.

CLASSE DE METABOLITOS SECUNDARIOS

1|2 |[3|4|5|/6|7|8(9]10]11]12 13| 14| 15

EEASM e T S O e e e I I o A T I I O S (R

EEASt I T P I o o A I S (R O i B S

1: Fendis; 2: Taninos hidrolisaveis; 3: Taninos condensados; 4: Antocianinas;
5: Antocianidinas; 6: Flavonas; 7: Flavonois; 8: Xantonas; 9: Chalconas; 10: Auronas; 11:
Flavonondis; 12: Leucoantocianidinas; 13:Catequinas; 14: Flavononas;
15: Alcal6ides. (+) presente; (-) ausente

Fonte: Propria do autor.

Segundo Almeida (2017), a composicdo quimica de uma mesma espécie de planta,
encontrada em diferentes localidades, pode apresentar variages de acordo com o tipo de solo,
temperatura, clima e altitude. Um aspecto bastante relevante é o horario da coleta, ja que esse
fator pode influenciar na quantidade de metabdlitos secundarios. Alguns estudos em campo
demonstraram que dependéncia do horario também regula um rendimento maior do composto
vegetal, levando-se em conta as influéncias climaticas, a fisiologia da planta e as condicdes
ambientais.

Nos estudos de Castro (2020), além desses fatores descritos acima, o metabolismo
secundario pode sofrer interferéncias dos fatores bioticos e abidticos. Os principais fatores,
como: poluicdo atmosférica, sazonalidade, desenvolvimento, ritmo circadiano e disponibilidade
hidrica; radiacdo ultravioleta; nutrientes e inducdo por estimulos mecanicos ou ataque de
patdégenos que podem modificar sua quantidade e qualidade. Por isso, ao se estudar o
metabolismo vegetal deve se considerar as variagdes que podem coordenar, alterar e impedir a
producdo desses compostos.

Quanto a diferenca entre os extratos etanolicos produzidos pela manha e pela tarde, pode
ser justificada de acordo com o estudo Puhl (2019), que avaliou um extrato bruto aquoso e
etanolico da espécie em estudo, ressalva que alguns compostos vegetais atingem o seu maximo
de concentracdo durante a época mais quente do ano e perto do meio-dia, como neste estudo no
periodo da manhd. Porém no final da tarde atingem uma menor concentra¢do no seu pico de
metabolitos, ainda ndo sendo possivel afirmar que todas as plantas apresentem este padréo.

Gobbo-Neto; Lopes (2006), descreve as plantas medicinais e os fatores que influenciam
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no contetudo de metabdlitos secundarios, neste fica claro que tecidos mais novos geralmente
possuem maior taxa biosintética de metabdlitos, como: lactonas sesquiterpénicas, acidos
fenolicos, alcaldides, flavondides e estilbenos, quando comparados em estadios de
desenvolvimento vegetativo, floracdo e senescéncia. E nitido que ha uma correlagdo negativa
entre a producdo de aleloquimicos e alta atividade metabdlica, descrito em plantas com periodos
de crescimento tecidual rdpido, como um decréscimo na producdo de metabdlitos secundarios
(principalmente os derivados fendlicos). A Asparagus setaceus apresenta crescimento lento e
progressivo no periodo da manha (PINDEL, 2017).

A prospeccao fitoquimica trouxe ao trabalho uma grande relevancia para se conhecer
previamente a constituicdo quimica da espécie em estudo. Ao se tratar de uma analise
qualitativa que apresenta pouca sensibilidade aos compostos em concentragdes menores, em
algumas situacdes esses podem ser mascarados. Sendo assim, ndo é seguro afirmar que os
compostos ndo detectados nesta analise ndo estdo presentes na espécie, apenas nao se encontram
de maneira majoritéria (SILVA et al., 2021).

De acordo com Magalhaes (2019), a familia Asparagaceae possui as propriedades
bioldgicas estritamente relacionadas com a riqueza de compostos fendlicos, incluindo-se
saponinas, flavonoides, &cidos fendlicos e taninos, provando que sdo potencialmente capazes
de desempenhar os efeitos: antimicrobiano, antidiabético, antioxidante e diurético. Sendo as
saponinas o0 grupo que se encontram em grandes quantidades e largamente estudados pelos
autores.

Lopez-Romero et al. (2017), ao estudarem uma planta da mesma familia elucidaram a
capacidade dos compostos fendlicos, terpenos e saponinas alteraram as propriedades de
membrana, resultando em mudancas no potencial de hidrofobicidade. Alteracdes na carga
superficial e na conformacéo integra da membrana foram descritas como um fator responsavel
pelo extravasamento de constituintes intracelulares e a apoptose de membranas vegetais.

Os ensaios gendmicos de Li et al. (2019), demonstraram uma andlise filogenética que
indica que A. setaceus esta intimamente relacionado com Asparagus officinalis e Asparagus
schoberioides, quando levados em consideracdo aos genes de composi¢do quimica. Essas
informagdes genéticas sdo importantes para investigar os mecanismos de doencas agricolas e
caracterizar a resisténcia, genética e a evolucao da espécie em estudo, corrobora Li et al. (2020).

Schafer et al. (2015), ao qualificar alteracGes relacionados ao armazenamento de
derivados de uma espécie do género Asparagus, verificou que ap6s armazenados 0S aspargos
apresentaram mudangas no aumento significativo de monémeros fendlicos, ligagdes cruzadas

da parede celular fendlica e o perfil polissacarideo do vegetal apresentou-se alterado. Além
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disso o estudo mostrou mudangas estruturais no vegetal pds colheita devido a interferéncia da
temperatura reduzindo potencialmente sua capacidade medicinal, reforcando a alteracdo no
perfil quimico evidenciado na Tabela 1 deste trabalho.

Os metabdlitos secundarios quando liberados no ambiente podem interagir com 0s
processos bioldgicos positivamente ou negativamente por vias diretas ou indiretas, recebendo
segundo Rockenbach et al. (2018), um sinénimo de aleloquimico. Essa interacdo alelopatica
dos extratos vegetais inicialmente foi descrita como uma condicao negativa, porém neste area
existem interacGes capazes de potencializar reacGes de germinacdo e desenvolvimento de
plantas, bem como esclarecer a atracdo de polinizadores, interacdo com herbivoros, insetos e
animais.

Os bioensaios realizados com o Extrato etandlico das folhas de Asparagus setaceus,
apresentaram diferencas estatisticas quando observados em relag&o ao controle de agua e Alcool
66 %. A Figura 1 demonstra que houve uma reducdo significante da germinagdo de Lactuca
sativa quando comparado ao controle de Alcool 66 % e apenas o Extrato etandlico da manha

na concentracao de 6,25% ndo obteve um resultado significante estatisticamente.
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Figura 1. Grafico da Porcentagem de germinagdo de Lactuca sativa expostas a diferentes concentragfes
do Extrato Etandlico das folhas de Asparagus setaceus (EEAS) no periodo manhd e tarde .
Os valores foram expressos como as medias + S.E.M. (n=5) [Regressdo ndo linear das transformadas das

curvas e analisado por ANOVA de duas vias seguido do Test Bonferroni. “a” vs controle Alcool 66%
quando * =p <0,01, ** = p <0,001 e **** =p <0,0001. Foi usado o programa GraphPad Prism 7.00.

Quando avaliados frente ao controle de &gua (Figura 2) todas as concentracOes

apresentaram um grau de significancia que varia entre ““p < 0,001 e ““p <0,0001. O EEASmM



49

na menor concentragdo apresentou uma reducdo diferente na germinacdo de Lactuca sativa
quando comparada as demais. Porém, o extrato da tarde se manteve com maior grau de

significancia, inibindo assim a porcentagem de germinagdo em todas as suas concentracoes.
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Figura 2. Grafico da Porcentagem de germinacdo de Lactuca sativa expostas a diferentes concentragdes
do Extrato Etandlico das folhas de Asparagus setaceus (EEAS) no periodo manha e tarde.
Os valores foram expressos como as medias £ S.E.M. (n= 5) [Regressdo ndo linear das transformadas das

[IPEL)

curvas e analisado por ANOVA de duas vias seguido do Test Bonferroni. “a” vs controle H,O quando* =p
<0,01, ** =p<0,001 e **** = p < 0,0001. Foi usado o programa GraphPad Prism 7.00.

Segundo Silva e Pinto (2017), o desenvolvimento das plantulas se torna mais sensiveis
aos aleloquimicos do que a velocidade da germinacdo, uma vez que seu metabolismo sofre acdo
direta dessas substancias que deverédo atuar na ligacdo das membranas da planta receptora ou
penetrando diretamente na célula. Portanto, isso explica por que a germinacdo apresentou
reducdo em quase todas as concentracdes do extrato manha e tarde.

Formigheiri et al. (2018), evidenciaram que compostos fendlicos como: &cido cumarico,
catequina, fenois, taninos, entre outros possuem a capacidade de alterar a fisiologia das plantas
por diversos mecanismos. Ao interferirem na lignificacdo das paredes radiculares de forma
precoce, alteram a morfologia das raizes e diminuem a divisdo celular. Esses interferentes
podem ter influenciado a redugéo da germinacgéo de Lactuca sativa, principalmente no EEASm
ja que alguns desses compostos estdo presentes apenas neste extrato (Tabela 1).

Como demonstrado em Pereira et al. (2018), dependendo da concentracdo dos
metabolitos liberados pela planta no meio ambiente, estes podem limitar um padrdo de

germinacdo que vai interferir nas plantas ao seu redor. Os alcaloides, cumarinas, fendis,
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flavonoides, heterosideos antraquindnicos, taninos e terpenos, sdo classes que apresentam
toxicidade sobre as células justificada pela alteracdo da permeabilidade das membranas vegetais
e defeitos no citoesqueleto. Esses achados justificam a atividade alelopatica pois alteram
negativamente a germinacdo e desenvolvimento das plantulas, podendo até leva-las a morte.

Sao inumeros os fatores que podem influenciar a germinacdo das plantulas. A origem
onde a planta cresce seria um deles, pois 0 meio onde ela se insere pode acondicionar ou
mascarar a presenca dos metabolitos secundarios. Em virtude disso o periodo ou local podem
proporcionar resultados diferentes quanto a presenca ou intensidade destes compostos.
Conforme Moreira et al. (2021), a sazonalidade pode intervir na diversidade e producdo dos
fitoconstituintes, justificando desse modo os diferentes resultados apresentados na Figura 1 e
2.

Os achados deste estudo verificamos que o extrato etandlico tem maior capacidade de
interferir na germinagéo que os demais extratos que utilizam outros tipos de solventes. Silva et
al. (2021) verificaram que os parametros germinativos de Lactuca sativa ndo foram
influenciados pela aplicacdo do extrato aquoso, porém quando se utilizou o extrato a base de
alcool etanolico, houveram efeitos adversos na germinacao. E fato que as propriedades fisico-
quimicas do solvente sdo responsaveis pela quantidade dos compostos extraidos do material,
principalmente os compostos fendlicos (classe que tem potencial alelopatico) sdo extraidos com
maior facilidade em solventes organicos menos polares que a agua.

O efeito alelopatico pode se manifestar diretamente através da germinagdo, da
influéncia na velocidade da germinacdo ou outra caracteristica do processo germinativo. As
Figura 3 e 4 tratam-se do Indice de Velocidade de Germinagéo (IVG) frente o controle de etanol
66 % e H.O.
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Figura 3. Grafico do indice de Velocidade de Germinacdo (I VG) de Lactuca sativa expostas a diferentes
concentragfes do Extrato etanélico das folhas de Asparagus setaceus (EEAS) no periodo manha e tarde .
Os valores foram expressos como as medias + S.E.M. (n=5) [Regressdo ndo linear das transformadas das

[T9%1]

curvas e analisado por ANOVA de duas vias seguido do Test Bonferroni. “a” vs controle  Alcool 66%
quando* = p < 0,01, ** = p <0,001 e **** = p < 0,0001. Foi usado o programa GraphPad Prism 7.00.

O IVG do EEASm apresentou reducdo a partir da concentracdo de 6,25% do teste,
mantendo assim uma constante queda deste parametro a medida que a concentragcdo aumentava.
O platd de reducio de 50% do indice de velocidade germinagéo foi obtido na concentracéo de

*hkk

12,5% sendo significativo = p < 0,0001. Utilizando ainda como comparativo o controle de
alcool etanol 66% o EEASt ndo apresentou resultados significativos em nenhuma das
concentragoes.

Na Figura 4 o EEASm causou um atraso na germinagdo da Lactuca sativa em todas as
concentracdes testadas quando comparadas ao controle de H>O. A reducdo de 50 % da
germinacdo variou entre as concentracdes 6,25% - 12,5 % para o extrato produzido no periodo
da manhd. Entretanto o extrato etandlico da tarde apresentou quatro concentracGes sem
resultados significativos e apenas concentracdo de 100% (maior concentragao) significancia de

*p < 0,01.
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Figura 4. Gréfico do Indice de Velocidade de Germinagdo (I VG) de Lactuca sativa expostas a diferentes
concentragdes do Extrato etanélico das folhas de Asparagus setaceus (EEAS) no periodo manha e tarde .
Os valores foram expressos como as medias + S.E.M. (n=5) [Regressdo ndo linear das transformadas das
curvas e analisado por ANOVA de duas vias seguido do Test Bonferroni. “a” vs controle ~ H,O quando* =
p <0,01, ** =p <0,001 e **** = p < 0,0001. Foi usado 0 programa GraphPad Prism 7.00.

O tempo de germinacéo é um fator importantissimo no processo alelopatico, pois exerce
efeito direto sobre o crescimento e desenvolvimento das plantulas. Rocha et al. (2021), citam
que as sementes que germinarem mais lentamente podem dar origem a plantulas que possuem
seu tamanho reduzido tornando-as mais susceptiveis a agentes estressores e a propria predacao.
Deste modo essas apresentam menor chances de sobrevivéncia ao competirem pelos recursos.

Srivastava; Shukla; Kalunke (2018), nos estudos de Asparagus racemosus,
identificaram um namero significativo de saponinas triterpénicas e esteroidais nas raizes, folhas
e frutos, contendo ainda flavonoides em suas folhas. A partir desta descoberta foi possivel
identificar que espécies do género codificam enzimas envolvidas na biossintese ou manuten¢édo
de compostos quimicos (aleloquimicos) para o0 mecanismo de regulacdo e metabolismo vegetal,
tendo assim influéncia sobre a velocidade de germinagéo.

O EEASmM reduziu com maior significancia a velocidade de germinacdo. Esse dado
também foi observado por Silva et al. (2021), que ao avaliarem o extrato etanélico frente a
plantulas de Lactuca sativa observou um decreéscimo na velocidade de germinacéo, justificando
esse achado pelas concentragdes elevadas de compostos fenolicos com capacidade de alterarem
a pressdo osmotica, inibir o processo de alongamento e divisdo das raizes e regular a
hiperpolarizacdo da membrana celular através da bomba de ATP, interferindo diretamente no
desenvolvimento e crescimento das pléantulas.

O EEASt apresentou uma importante reducdo da germinacdo apenas na maior
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concentra¢do quando comparado ao controle de H>O (Figura 4). Os compostos fendlicos tém
papel importante na defesa e sobrevivéncia das plantas, em pequenas quantidades podem
promover o crescimento celular, sdo tidos como antioxidantes naturais e, portanto, impedem a
desnaturacdo proteica e de transportadores otimizando assim a atividade enzimatica vegetal,
cita Fiorezi et al. (2021). Estes fatores podem estar envolvidos com o resultado apresentado
para este extrato, uma vez que ele ndo possui niveis detectaveis de compostos fendlicos pelo
método utilizado (Tabela 1).

Upadhyay et al. (2019), verificaram se uma espécie do género Asparagus possuia a
capacidade de promover a germinacdo e a tolerdncia ao estresse abidtico de uma planta
transgénica. Em seu estudo a espécie mostrou que codifica uma proteina que acelera a
germinacdo precoce de sementes transgénicas e que tem a capacidade de gerar sementes
resistentes a drogas. Essa atividade foi atribuida devida a quantidade de saponinas esteroidais,
que a espécie dispde.

Macias; Mejias; Molinillo (2019), denotam que 0s compostos so efetivardo a atividade
alelopatica se forem liberados/acumulados em quantidades suficientes. No entanto o processo
é complexo, o vegetal sofre interferéncia ambiental da radiacdo ultravioleta e infravermelha e
a degradacdo pelos préprios Microrganismos. Em alguns casos as estruturas dos aleloquimicos
podem sofrer ou causar estresse oxidativo levando a degradacgéo da espécie receptora, em outras
situacBes os metabdlitos levam um maior crescimento da planta alvo mesmo em condicGes
adversas. Por essas razfes é que deve ser considerada a heterogeneidade dos resultados nos

ensaios alelopaticos.
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Figura 5. Grafico da Média do Comprimento caulicular de plantulas de Lactuca sativa expostas a diferentes
concentragles do Extrato etandlico das folhas de Asparagus setaceus (EEAS) no periodo manhd e tarde .
Os valores foram expressos como as medias + S.E.M. (n=5) [Regressdo ndo linear das transformadas das

curvas e analisado por ANOVA de duas vias seguido do Test Bonferroni. “a” vs controle H ,0 e Alcool
66% quando™ =p < 0,01, ** = p <0,001 e **** = p < 0,0001. Foi usado o programa GraphPad Prism 7.00.
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Figura 6. Gréafico da Média do Comprimento radicular de plantulas de Lactuca sativa expostas a diferentes
concentragfes do Extrato etandlico das folhas de Asparagus setaceus (EEAS) no periodo manha e tarde .
Os valores foram expressos como as medias + S.E.M. (n=5) [Regressdo néo linear das transformadas das

curvas e analisado por ANOVA de duas vias seguido do Test Bonferroni. “a” vs controle H ,0 e Alcool
66% quando* = p < 0,01, ** = p <0,001 e **** =p < 0,00 01. Foi usado o programa GraphPad Prism 7.00.
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Avaliando os dois controles, o EEASt inibiu relevantemente o crescimento de cauliculos
das plantulas testadas, apesar dos resultados apresentarem variagoes, todas foram significantes
e obtiveram um ****p < 0,0001. No comprimento radicular ambos os extratos apresentaram
uma inibicdo, sendo esta mais evidente a medida que as concentracbes aumentam, como €
verificado na Figura 6.

Para Silva et al. (2021), os aleloquimicos tem um capacidade enorme de regulagéo do
crescimento radicular, a sua interacdo com os fitohormdnios se da atraves dos compostos
fenolicos que irdo atuar sobre hormdénios como auxinas, composto responsavel pelo
crescimento das raizes. Esse comportamento pode ser atribuido em maior importancia ao
extrato da manha, visto que ele apresentou compostos fendlicos e um maior reducgéo da radicula
em comparagao ao extrato da tarde.

Alguns aspargos possuem a capacidade auto toxica, segundo Noguchi et al. (2017). Os
compostos fendlicos foram descritos com esse potencial, e indica que alguns sao liberados no
solo pela exsudacéo radicular. O acimulo destas substancias pode inibir o crescimento de outras
plantas e reduzir a produtividade do género Asparagus, 0 que recebe o nome de declinio dos
aspargos. Esse fator pode explicar a reducgéo do crescimento das radiculas e dos cauliculos neste
teste.

Vaérias sdo as substancias responsaveis pela inibicdo do crescimento de plantulas,
Noguchi; Nakamura; Okuda (2018), ao avaliarem a qualidade da colheita de Asparagus
officinalis L. o efeito autotdxico do &cido trans-cindmico inibiu o crescimento de plantulas em
concentragdes superiores a 10 uM. Portanto, esse polifendlico pode ser responsavel pelo efeito
autotoxico dos solos de espargos e pode ser em parte responsavel pelo "declinio dos espargos”
e pelo "problema de replantio de espargos”, como demonstrado na Figura 5 e 6.

As diferencas entre as médias do extrato da manha e da tarde podem ser justificadas por
Noperi-Mosquedaa et al. (2019), que ao testarem com alelopatia frente a Lactuva sativa
observaram que as folhas e rizomas de um espécie da familia Asparagaceae apresentaram
diferentes compostos fendlicos a depender do periodo de coleta, e que estes reduziram a
germinacdo da planta receptora e o crescimento do epicétilo, estrutura importante para o estagio
inicial de uma planta embrionaria. Os resultados sdo Uteis para uma melhor comprensdo de
como age a fitotoxicidade.

O extrato etandlico das folhas é apresentado como base para o aprofundamento sobre o
potencial inibitério da germinacdo visto que este pode concentrar em sua composi¢do
substancias potencialmente herbicidas, devido possuir uma extremidade polar e outra apolar,

diluindo, portanto, substancias polares e apolares, como os aleloquimicos. Entretando, Puhl
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(2019) concluiu que aos testes utilizando o extrato etandlico devem consideradar variaveis
encontradas no campo, como periodo de coleta do material vegetal.
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CONCLUSAO

O extrato etandlico das folhas de Asparagus setaceus manhd e tarde apresentaram
metabdlitos secundarios em comum, como: flavonoides, saponinas, antocianidinas e compostos
fendlicos. A interferéncia negativa observada no IVG e no desenvolvimento de plantulas
ocorreu forma mais significativa no EEASm, devido possuir concentracdes de metabolitos mais
significativas diferentes do extrato produzido no periodo da tarde, justificando a melhor
atividade alelopética. A acdo combinada destes compostos e os fatores bidticos e abidticos,
como: umidade, luminosidade, temperatura e padréo do solo devem ser considerados quando
avaliar os diversos resultados encontrados. No entanto mais estudos sdo necessarios para
identificar e até isola-los na tentativa de investigar os constituintes especificos que causaram os

efeitos alelopéticos verificados nesta pesquisa.
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CAPITULO 2: Perfil quimico, estudo antibacteriano e toxicol6gico do extrato etandlico

das folhas de Asparagus setaceus (Kunth)

RESUMO

Este trabalho teve como objetivo obter o perfil quimico e verificar as atividades biologicas do
extrato etandlico das folhas de Asparagus setaceus (Kunth) colhidas no periodo da manha. O
extrato foi obtido com etanol a frio e as classes de metabolitos secundarios foram identificadas
com reagentes especificos. Os ensaios antibacterianos foram realizados usando o método de
microdiluicdo frente as bactérias padrdo, sendo trés Gram +: Sthaphylococcus aureus,
Streptococcus mutans e Enterococcus faecalis e trés Gram -: Escherichia coli, Pseudomonas
aeruginosa, Klebsiella pneumoneae e duas cepas multirresistentes: Escherichia coli 27 e
Staphylococcus aureus 358 e 0 ensaio de modulacdo da resisténcia foi realizado utilizando
antibidticos aminoglicosideos e beta-lactamicos. A toxicidade foi testada contra o
microcrustaceo Artemia salina (Leach) variando nas concentracdes de 10 a 500 pg/ mL. O
extrato etanolico de Asparagus setaceus (EEAS) indicou a presenca de: fendis, taninos
condensados, antocianinas, antocianidinas, flavonas, flavondis, xantonas, chalconas, auronas,
flavononois, catequinas, leucoantocianidinas, flavonas e saponinas. O EEAS apresentou CLsg
de 90,22 ug/ mL. O ensaio antibacteriano mostrou inibi¢do para cepas padrdo de bactérias Gram
+ e Gram -, porém nas cepas multirresistentes apresentou resultados clinicamente nao
signficativos. Para a modulagdo da acdo antibidtica frente as cepas bacterianas o EEAS
apresentou tanto acdo sinérgica quanto antagbnica, sendo a acao sinérgica mais expressiva
sobre benzilpenicilina, amicacina e gentamicina frente Escherichia coli 27.0s antibioticos
aminoglicosideos apresentaram atividade sinérgica sobre todas as bactérias testadas. Diante dos
resultados, verificou-se que o extrato etandlico das folhas de Asparagus setaceus (Kunth)
dispde de propriedades quimicas e bioldgicas que podem contribuir na elaboragédo de recursos
terapéuticos contra processos inflamatorios e infecciosos bacterianos.

Palavras chave: Asparagus setaceus. Ensaio antibacteriano. Metabdlitos secundarios.
Modulagdo. Toxicidade.

ABSTRACT

This work aimed to obtain the chemical profile and verify the biological activities of the
ethanolic extract of Asparagus setaceus (Kunth) leaves. The extract was obtained using cold
ethanol and the classes of secondary metabolites were identified with specific reagents.
Antibacterial assays were performed using the microdilution method against standard bacteria,
three Gram +: Staphylococcus aureus, Streptococcus mutans and Bacillus cereus and three
Gram -: Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa and Klebsiella pneumoneae. There was
modulation of resistance to aminoglycoside and beta-lactam antibiotics. The test solutions
obtained concentrations ranging from 512 to 0.5 pg/mL, in microdilution and modulation.
Toxicity was tested against the microcrustacean Artemia salina (Leach) ranging in
concentrations from 10 to 500 pg/mL. The tabulated results were analyzed by two-way
ANOVA, through analysis of variance and Tukey's test. The ethanolic extract of Asparagus
setaceus (EEAS) indicated the presence of: phenols, condensed tannins, anthocyanins,
anthocyanidins, flavones, flavonols, xanthones, chalcones, aurones, flavononols, catechins,
leucoanthocyanidins, flavones and saponins. The EEAS showed an LCsp of 90.22 pg/mL. In
the microdilution assay, it showed inhibition of standard strains of Gram + and Gram - bacteria,
but in the multidrug-resistant strains it showed a concentration above 1024 pg/mL. For the
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modulation of antibiotic action against bacterial strains, the EEAS showed both synergistic and
antagonistic action, the synergistic action being more expressive on benzylpenicillin, amikacin
and gentamicin against Escherichia coli 27. All aminoglycoside antibiotics showed synergistic
activity on all bacteria tested. In view of the results, it is concluded that the ethanolic extract of
Asparagus setaceus (Kunth) leaves has chemical and biological properties that can contribute
to the development of therapeutic resources against bacterial inflammatorys and infectious
process.

Keywords: Asparagus setaceus. Antibacterial Assay. Secondary metabolites. Modulation.
Toxicity.
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INTRODUCAO

Desde a antiguidade as populac6es fazem uso das plantas no interesse de tratar ou curar
enfermidades. Portanto, a utilizacdo desses vegetais na atengdo bésica de salde além de antiga
esta relacionada com a propria evolugdo do homem, que encontrava na natureza o Unico recurso
de sobrevivéncia. Os mitos, supersti¢cdes ou proprias comprovacdes cientificas fortalecem o uso
de plantas medicinais como fonte terapéutica (IBIAPINA et al., 2014; VALLI; BOLZANI,
2019).

O Brasil tornou-se importante fonte de produtos naturais devido a sua grande
diversidade vegetal, destacando se por plantas medicinais que vém sendo incluidas no
tratamento e prevencdo das mais variadas doencas. No metabolismo destas existem
componentes quimicos diversos com propriedades farmacoldgicas que exercem a funcgdo de
defesa, protecdo e de adaptacdo ao ambiente, esses componentes sdo pesquisados e estudados
através da fitoterapia (CARDOSO, J.; OLIVEIRA; CARDOSO, F., 2019; STANGARLINI et
al., 2011).

O estudo de plantas medicinais com propriedades curativas ou remediativas que fazem
parte da pratica da medicina popular. Esta pratica estd associada ao conjunto de saberes
difundido por diversos usuarios e praticantes. O uso dessas plantas medicinais pela populacéo
é bastante comum passando a compor inimeras vezes o Unico artificio da atencdo basica de
salde (ALVES; POVH, 2013; BRUNING; MOSEHUI; VIANA, 2012; CRUZ, 2017).

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

O tratamento pelo uso de fitoterapicos em detrimento de medicamentos sintéticos deve-
se principalmente a composi¢do quimica desses produtos vegetais, como descrito
anteriormente. Os inimeros metabolicos secundarios tém a funcdo de inibir ou retardar os
processos bioquimicos dos microrganismos contribuindo diretamente no organismo humano.
As propriedades antimicrobianas que compdem extratos e Oleos essenciais de plantas se
tornaram principais pautas de estudo, pois possuem compostos que podem ser a base de
compostos com propriedades antimicrobianas mais especificos e menos nocivos (CARVALHO
etal., 2017).



65

Atualmente, a populagdo tem questionado o uso indiscriminado de medicamentos
sintéticos, procurando alternativas nos fitoterapicos, devido: a menor quantidade de efeitos
colaterais adquirido por meio do uso desses métodos naturais e saudaveis, baixo custo frente
aos medicamentos industrializados e a crescente comprovacdo antimicrobiana da acgéo
terapéutica. (SILVA et al., 2022; BRUNING; MOSEHUI; VIANA, 2012; PERNA,;
FERREIRA, 2014).

O numero de microrganismos resistentes aos antibioticos convencionais € crescente. A
resisténcia de um microrganismo a um antibiotico pode ser reduzida ou eliminada pela
combinacdo de dois ou mais antibioticos, através do efeito sinérgico. Frequentemente, esse
efeito sinérgico ocorre através da modulagdo com os fitoterdpicos, tornando o composto natural
uma alternativa de baixo custo e com comprovacéo cientifica. (COSTA et al., 2017).

A utilizacdo de produtos naturais no processo de limitacdo da resisténcia a
antimicrobianos é uma caracteristica bastante evidente, uma vez que os fitoterapicos podem
atuar de forma sinérgica com farmacos potencializando assim o efeito terapéutico desses. Além
disso, 0s compostos vegetais que apresentam comprovacdo cientifica de sua acédo terapéutica,
podem apresentam baixo custo quando comparados aos medicamentos industrializados
(TINTINO et al.,2013).

Essas caracteristicas sdo observadas em plantas da familia Asparagaceae como € 0 caso
do Asparagus setaceus (Kunth), popularmente conhecido como melindro. As espécies desta
familia possuem composicdo gquimica constituida em sua maioria por compostos fenolicos,
terpenos e &cido ascorbico responsavel por a acdo antioxidante. A acdo antimicrobiana dar-se
pela presenca de compostos lipofilicos de alta solubilidade, possuem ac¢des degenerativas sobre
as membranas dos microrganismos (HESHAM et al., 2012). Assim sendo, deve-se considerar
tal recurso de origem popular natural na pratica cotidiana, como forte atributo para mediar o
processo salde-doenca. Portanto, esse estudo teve como objetivo obter o perfil quimico, estudo
antibacteriano e toxicoldgico do extrato etanolico das folhas de Asparagus setaceus (Kunth) no
periodo da manha (8 horas).
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MATERIAL E METODOS

LOCAL DE ESTUDO

Os experimentos foram realizados nos laboratdrios de Microbiologia e Bromatologia do
Centro Universitario Doutor Ledo Sampaio-UNILEAO e no Laboratério de Pesquisa de
Produtos Naturais-LPPN da Universidade Regional do Cariri-URCA.

MATERIAL VEGETAL

A espécie foi adquirida comercialmente pelo pesquisador em feira livre na cidade de
Juazeiro do Norte-Ce e posteriormente cultivadas em jardim oranamental particular. As folhas
de A. setaceus (Kunth) foram coletadas deste jardim no periodo da manha (8 horas) no més de
julho de 2021, Crato — CE com coordenadas de latitude: 7° 13” 44,049” S, longitude: 39° 23’
38,438” W e altitude: 400.

PREPARACAO DO EXTRATO

As folhas (122, 8 g) de A. setaceus (Kunth) foram secas a temperatura ambiente e
submetidas a extracdo durante 72 horas e o etanol foi escolhido como solvente extrator, de
acordo com Simdes et al. (2010). Apo6s esse periodo a mistura foi submetido a filtragdo para
retirada das impurezas, a destilacdo do solvente ocorreu em evaporador rotativo sob pressao

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

Prospecc¢ao quimica

A prospeccdo quimica foi realizada de acordo com a metodologia de Matos (2009) e
Simdes et al. (2010) com o intuito de identificar as classes de metabolitos presentes. Esse teste
baseia-se na observacgéo visual, intensificacdo da cor ou formacéo de precipitado apos adicéo

de reagentes especificos nas solu¢des das amostras.
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AVALIACAO DA TOXICIDADE

A toxicidade foi testada contra o microcrustaceo Artemia salina (Leach). O teste foi
realizado em triplicata, com as concentragdes de 10, 25, 50, 100, 250 e 500 pg/mL,
acompanhado de controle positivo preparado com dicromato de potéssio (K2Cr20y7), e controle
negativo com agua marinha. Apds 24 h foi feita a leitura de larvas sobreviventes. O célculo da
concentracdo letal mediana foi realizado por regresséao linear, sendo considerado significativo
quando CLsp < 1000 pg/mL (MEYER et al., 1982; HIROTA et al., 2012)

AVALIACAO ANTIBACTERIANA E CONCENTRACAO INIBITORIA MINIMA (CIM)

A atividade antibacteriana foi avaliada pelo método de microdiluigdo com base no CLSI
(2012). Foram utilizadas bactérias padrdo, sendo trés Gram (+): Bacillus cereus ATCC 33018,
Streptococcus mutans ATCC 00446 e Staphylococcus aureus ATCC 6538 e trés Gram (-):
Escherichia coli ATCC 25922, Pseudomonas aeruginosa ATCC 15442 e Klebsiella
pneumoniae ATCC 10031 e duas cepas multirresistentes: Escherichia coli 27 e Staphylococcus
aureus 358. Todas as linhagens foram concedidas pelo Laboratdrio de Pesquisa de Produtos
Naturais-LPPN da Universidade Regional do Cariri-URCA.

Inicialmente foi preparada uma solucdo mae contendo 10 mg do extrato etanolico
dissolvidos em 1 mL de DMSO e 9 mL de agua destilada, obtendo esta solucdo a concentracédo
de 1024 pg/ mL.

As linhagens bacterianas foram ativadas em meio Brain Heart Infusion Broth (BHI 3,8
%) e mantidas na estufa por 24 h. Ap6s o primeiro cultivo o inéculo foi padronizado a partir da
concentragdo de aproximadamente de 1 x 108 UFC/mL (turbidez de 0,5 da escala de
McFarland). Em seguida, esta suspenséo foi diluida em caldo BHI a 10 % e volumes de 100 pL
foram adicionados e homogeneizados nos pogos de uma placa de microdilui¢ao acrescido do
produto vegetal com concentragéo inicial de 1024 ug/ mL. Foram realizadas dilui¢des seriadas
e as concentracdes variando de 512 a 0,5 pg/ mL. As placas foram incubadas a 37°C por 24 h.
Os experimentos foram realizados em triplicata (CLSI, 2012).

A atividade antibacteriana foi detectada atraves do método colorimétrico utilizando 25
uL de resazurina sodica (0,01%) apo6s o periodo de incubagdo. O ultimo poco da placa de
microdiluigdo continha apenas os indculos bacterianos, portanto tratava se do controle positivo.

A concentracdo inibitéria minima (CIM) foi determinada como a menor concentracdo do
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extrato capaz de inibir o crescimento bacteriano (CLSI, 2012).

AVALIACAO DA ATIVIDADE MODULADORA

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

A quantidade do extrato etandlico foi calculada pela concentracdo sub inibitéria
(CIM/8). Os inbculos bacterianos em BHI a 10 % associados ao extrato foram distribuidos na
microplaca seguido da microdilui¢do de 100 pL das solugdes de antibidticos (1024 pg/ mL).
Houve a realizacéo de seguidas dilui¢bes obtendo as concentracGes do antibidtico que variaram
de 512 a 0,5 ug/ mL (COUTINHO et al., 2008).

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

ANALISES ESTATISTICAS

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

significativos.
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RESULTADOS E DISCUSSAO

PROSPECCAO FITOQUIMICA

A prospeccdo quimica do extrato etandlico de A. setaceus (EEAS) indicou a presenca
de fendis (taninos condensados) e flavonoides (antocianinas, antocianidinas, flavonas,
flavonois; xantonas, chalconas, auronas e flavononois). Os flavonoides que apresentaram
menor intensidade da cor e formacdo do precipitado foram: catequinas; leucoantocianidinas e
flavonas (Tabela 1).

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

CLASSE DE METABOLITOS SECUNDARIOS
123|456 |7|8]|9|10|11 12|13 |14 15|16

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

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

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

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

Outros fenois como taninos condensados sdo responsaveis por caracterizar os alimentos
com sabor amargo e odor forte, essas caracteristicas sensoriais também foram observadas na
espécie do presente estudo. Lima et al. (2018) ressalva a importancia dos taninos presente nas
folhas de plantas ornamentais quando demonstra que esses possuem papel importante na
protecdo contra os microrganismos (incluindo fungos), além de interferirem no processo

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

As especies deste género sdo largamente utilizadas como antissépticos por conterem
também saponinas, que apresentam propriedades de detergentes e surfactantes. Hesham et al.
(2012) e Zhong et al. (2015), atribuem 0 género a presenca saponinas triterpénicas que séo
compostos lipofilicos com fungdo de solubilidade elevada, tendo acdo sobre membranas
celulares, desorganizando-as. Além de poderem agregar as proteinas, carboidratos, complexos
vitaminicos e aminodcidos atribuindo as espécies acOes: anti-inflamatoria, diurética,

vasodilatadora, analgésica e de controle da permeabilidade celular.

AVALIACAO DA TOXICIDADE

As plantas popularmente conhecidas como terapéuticas, frequentemente podem possuir
caracteristicas toxicas que somente sdo descobertas no momento da busca por propriedades
farmacoldgicas ou também pelo uso popular excessivo e sem conhecimento prévio. Segundo
Campos et al. (2016), a toxicidade de uma espécie vegetal pode estar relacionada a
determinados metabdlicos secundarios, e pode ser influenciada pelo modo de cultivo, uso da
planta e fatores ambientais.

O extrato da espécie de A. setaceus apresentou uma CLsg de 90,22 ug/ mL. Nos estudos
paliativos de Fajardo; Barreraa; Osorio (2011), com Sansevieria trifasciata (Prain) planta
também pertencente a familia Asparagaceae, 0 extrato etandlico total apresentou concentracéo
letal média de 146,41 pg / mL frente Artemia salina, 0 mesmo ndo demonstrou atividade
citotoxica contra células vero ou células de mieloma de camundongo antitumorais.

Segundo Santos; Fukushima; Favero (2015), um percentual de 60% das intoxicacdes no
Brasil ocorrem por plantas e cerca de 50% destas ocorrem por espécies de caracteristicas
ornamentais. No levantamento do estudo sobre as principais plantas e respectivas familias com
toxicidade reconhecida encontraram a familia Asparagaceae tendo como representante
Dracaena sp e Sansevieria trifasciata. Alguns sinais de intoxicacao relatados apareceram apds
a ingestéo direta ou exsudatos, corroborando assim com o presente estudo por se tratar de uma

planta ornamental com exsudato viscoso pertencente a mesma familia.
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ENSAIOS ANTIBACTERIANOS E CONCENTRACAO INIBITORIA MINIMA (CIM)

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

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

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

e Gram positivas.

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

Fonte: prépria do autor

O produto vegetal mostrou maior efetividade frente as bactérias Gram positivas, o0 que
vai de acordo com Lima et al. (2016) e Tian et al. (2009), que confirmam haver maior
susceptibilidade dessas bactérias aos extratos naturais. Ja as bactérias Gram negativas possuem
na morfologia a parede celular recoberta pela camada de lipopolissacarideos o que limita assim
a entrada de alguns compostos, portanto a acdo do produto é reduzida.

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

Jodo (2015), corrobora com resultado dessa pesquisa ao avaliar a atividade
antimicrobiana de duas espécies do género Asparus ndo encontrando atividade clinica confiavel

contra a Staphylococcus aureus, sendo que o produto avaliado apresentava efeito quando
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utilizado uma concentragdo acima de 2000 pg/ mL (maior concentragdo). Além disso, justificou
esse resultado devido a linhagem bacteriana se tratar de um dos principais microrganismos
causadores de infeccdo hospitalar e produzir inameros fatores de resisténcia (bomba de efluxo,
inativacdo enzimatica e alteracéo do sitio de ligacéo).

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

A mesma CIM de 256 pg/ mL também foi observada quando o EEAS foi utilizado frente
Streptococcus mutans (Tabela 2). Nos ensaios de Ferreira (2017), onde foram utilizadas trés
espécies do género de Dracaena, foi possivel verificar que algumas plantas que compdem a
familia possuem resina com capacidade de interagir com membranas dos microrganismos
obtendo a agdo antimicrobiana e citotoxica, em especial das bactérias Gram positivas.

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

minima menos significativa foi frente as bactérias multiressistentes.

ATIVIDADE MODULADORA

A busca por produtos naturais com propriedades moduladoras tem se intensificado,
devido os compostos naturais poderem interagir com os farmacos alterando a permeabilidade
das membranas e potencializando o influxo da droga. Ao utilizar esses produtos com efeitos
sinérgicos consideraveis aumenta-se 0 campo de atuacdo do medicamento enquanto diminui a
resisténcia microbiana (SEUKEP et al., 2019).

Para a modulacéo da acdo antibidtica frente as cepas bacterianas o0 EEAS apresentou
tanto acdo sinérgica quanto antagdnica conforme observadas nas Figuras 1 e 2. O extrato
exerceu acdo sinérgica mais expressiva sobre benzilpenicilina, amicacina e gentamicina frente

Escherichia coli 27 com a diminuigéo da CIM de 512 pg/ mL para 64 pg/ mL.
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Figura 1. Resultado do potencial modulador do EEAS na atividade antibiética de beta
lactdmicos frente as cepas de E.coli ATCC 25922; S.aureus ATCC 6538; E. coli 27

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

O antagonismo da cefalotina frente Staphylococcus aureus 358 observado na Figura 1,
deve-se principalmente a resisténcia mdultipla da cepa, responsavel por limitar opcdes
terapéuticas e prolongar o tratamento de algumas infe¢6es. Conforme Lima et al. (2015), a
maioria das cepas de S. aureus possuem a capacidade de adquirirem plasmideos que codificam
penicilinases e inativam o antibidtico por hidrolise do anel betalactdmico mesmo estando em

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

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

Frente a Escherichia coli padrdo o sinergismo foi observado sobre a cefalotina
diminuindo a CIM de 1024 pg/ mL para 512 pg/ mL, gentamicina com a diminui¢édo da CIM
de 1024 pg/ mL para 512 g/ mL e amicacina com a reducéo de 512 pg/ mL para 128 pg/ mL,
guanto a benzilpenicilina o extrato ndo alterou a CIM permanecendo com 512 ug/ mL.

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

Na Staphylococcus aureus, porém a cepa multirresistente houve potencializagao
antibiotica sobre amicacina reduzindo a CIM de 512 pg/ mL para 64 pug/ mL, bem como sobre
a gentamicina com reducdo de 1024 pg/ mL para 128 pug/ mL. Foi observado efeito antagdnico
pouco expressivo frente a cefalotina aumentando a CIM de 4 pg/ mL para 8 pug/ mL.

Na Figura 2 todos os antibidticos da classe de aminoglicosideos obtiveram a atividade
sinérgica sobre todas as bactérias testadas pertencentes a linhagem padréo ou multirresistente.
Essa caracteristica ndo pode ser observada nos antibidticos beta lactamicos ja que estes ndo

conseguiram inibir sinergicamente todas as bactérias, apenas a cefalotina as duas bactérias
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pertencentes a linhagem padrdo e a benzilpenicilina inibiu Escherichia coli Multirresistente 27
e Staphylococcus Aureus Multirresistente 358.

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

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

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

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

O sinergismo ocorre quando um antibi6tico tem seu efeito aumentado em conjunto com
outra substancia, essa situacdo pode ser justificada pelo aumento da permeabilidade bacteriana
o que facilita a entrada do antibidtico. Os aminoglicosideos apresentaram efeito sinérgico
quando testados frente as cepas de Escherichia coli (Figura 2), corroborando com esses dados
Souza et al. (2016), verificou que os extratos produzidos nestas mesmas condicdes

apresentaram efeito sinérgico quando testado frente amicacina e gentamicina.
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CONCLUSAO

Os resultados obtidos demonstraram que o extrato etandlico das folhas de Asparagus
setaceus (Kunth) apresentaram CLso 90,22 pg/ mL, que pode ser justificada pela variedade de
metabdlicos,forma de cultivo e condicbes experimentais para utilizagdo das folhas da planta,
sendo necessario estudos mais aprofundados para verificacdo da citotoxicidade da espécie.

As propriedades quimicas da planta mostraram-se como promissora alternativa na
terapia antibacteriana combinada a antibi6ticos, indicando que a planta possui um potencial
para ser utilizada como alternativa no tratamento contra bactérias resistentes. Os dados
ressaltam a necessidade de estudos que quantifiquem os compostos da espécie para melhor

relatar e interpretar suas atividades bioldgicas.
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