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Resumo

Introdugdo: A resisténcia bacteriana tem crescido significativamente nos tltimos tempos, tornando-se
imprescindivel a busca por novos alvos terapéuticos. Nesse contexto, compostos bioativos presentes
em algumas plantas medicinais podem apresentar varias atividades biolégicas, como agao antimicro-
biana. Allium cepa conhecida popularmente como cebola ¢ utilizada de maneira etnofarmacoldgica
ha muito tempo para o tratamento de diversas enfermidades: tuberculose, diabetes, hipertensao,
reumatismo e assim por diante. Objetivo: O principal objetivo deste trabalho foi avaliar a atividade
antimicrobiana e modulatdria dos extratos metandlico e hexanicoda das folhas A. cepa frente as
cepas de bactérias padroes e multirresistentes. Materiais e métodos: Pelos métodos e microdiluigao
e modulacdo com antibidticos. Resultados: Os resultados deste estudo demonstraram uma varia-
¢ao no ciM (Concentragao Inibitéria Minima) de 128 a > 1024 pg/mL dos extratos metandlico de
A. cepa (EMAC) e hexanico de A. cepa (EHAc). Na modulagdo com os aminoglicosideos (amicacina
e gentamicina) observaram-se efeitos sinérgicos e antagonicos dos extratos EHAC e EMAC frente as
cepas Escherichia coli e Staphylococcus aureus de linhagem multirresistente. Novas pesquisas sao
necessarias para uma possivel utilizacao das plantas medicinais combinadas com os antimicrobianos
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frente as linhagens patogénicas. Conclusdo: Através desses resultados sugere-se que os produtos
naturais representam fontes promissoras no combate a resisténcia bacteriana.

Palavras-chave: Allium cepa, Atividade antimicrobiana, c.1.m., Efeito modulatério, Escherichia
coli, Staphylococcus aureus.

Abstract

Introduction: Bacterial resistance has grown significantly in recent years, making the search for
new antibiotics imperative. Bioactive compounds in some medicinal plants may exhibit various
biological activities as antimicrobial activity. Allium cepa, popularly known as onion, is ethno-
pharmacologically used for treating various diseases, such as tuberculosis, diabetes, hypertension
and rheumatism; it is also considered a powerful bactericide. Objective: The main objective of this
study was to evaluate the antimicrobial and modulating activity of methanol and hexane extracts
of A. cepa against the strains of multiresistant bacteria. Materials and methods: Microdilution
and modulation of antibiotics. Results: The results showed a variation in the mic (Minimum
Inhibitory Concentration) from 128 to > 1024pg / mL between A. cepa methanol (Emac) and A.
cepa hexane (EHAC) extracts. Modulation with aminoglycosides (gentamicin and amikacin) have
proved to have antagonistic effects of the extracts sinérgicose EHAC and EMAC against strains of
multiresistant Escherichia coli and Staphylococcus aureus. Further research is needed related to
the use of medicinal plants combined with antimicrobials against pathogenic strains. Conclu-
sion: Through these results it can be inferred that natural products could constitute a promising
source for combating bacterial resistance.

Keywords: Allium cepa, Antimicrobial activity, m.1.c., Modulatory effect, Escherichia coli, Staphy-
lococcus aureus.

Resumen

Introduccidn: la resistencia bacteriana ha crecido significativamente en los tltimos afios, por lo
que es necesaria la basqueda de nuevas dianas terapéuticas. En este contexto, los compuestos
bioactivos presentes en algunas plantas medicinales pueden tener diversas actividades bioldgicas,
tales como la accion antimicrobiana. Allium cepa, conocida como la cebolla, es utilizada, popular-
mente de forma etnofarmacoldgica para el tratamiento de diversas enfermedades tales como la
tuberculosis, la diabetes, la hipertension, el reumatismo y asi sucesivamente. Objetivo: el objetivo
de este estudio fue evaluar la actividad antimicrobiana y moduladora de extractos de metanol y
hexano de Allium cepa frente a las cepas de bacterias y normas multirresistentes. Materiales y
métodos: por los métodos microdilucion y modulacion con antibidticos. Resultados: los resul-
tados mostraron una variacion de mic (concentracién minima inhibitoria) de 128 a > 1024pg /
mL dos extractos metandlicos A. cepa (Emac) y hexano de A. cepa (EHAc). En la modulacién con
aminoglucésidos (amikacina y gentamicina), se observaron efectos sinérgicos y antagonicos de
EHAC y EMAC, frente a las cepas de Escherichia coliy Staphylococcus aureus multirresistente. Se
necesitan nuevas investigaciones para un posible uso de plantas medicinales combinadas con la
cara antimicrobiana de las cepas patdgenas. Conclusion: a partir de estos resultados, se sugiere
que los productos naturales son fuentes prometedoras en la lucha contra la resistencia bacteriana.
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Palabras clave: Allium Cepa, actividad antimicrobiana, M.I.C., efecto modulador, Escherichia

coli, Staphylococcus aureus.

Introducdo

Diversas espécies de plantas medicinais sdo uti-
lizadas como fitoterapicos pela populagao (1).
Essa pratica vem sendo passada por geracdes ha
muito tempo, preservando o seu uso. Mesmo
com a chegada dos farmacos sintetizados, a
utilizacdo dos fitoterapicos ainda ganham noto-
ria atencdo por parte dos pesquisadores e pro-
fissionais de satde (2).

O uso indiscriminado dos antibiéticos favo-
receu a disseminagao de bactérias resistentes (3).
Alguns microrganismos como Staphylococ-
cus aureus que sao caracterizadas por serem
causadores de infecgao hospitalar, ja apresen-
tam um perfil de resisténcia a varias classes de
antibidticos (4). Escherichia coli conhecida por
propiciar infecgdes do trato urinario, também
apresenta resisténcia aos antibiéticos, como o
grupo das quilononas (5).

Por conta desse problema de sadde ptblica,
a busca por novos farmacos encontrou respaldo
nas pesquisas de plantas medicinais com ativi-
dade antimicrobiana (6). Esse interesse por novos
antibidticos provenientes das plantas apresenta
alternativa que comporta menos custo e efeito
eficaz, uma vez que o principio ativo podera
retardar ou inibir a replicacdo bacteriana (7).
Popularmente é comum a associagao das plantas
medicinais com os medicamentos convencionais;
isso resulta na intensificacdo, ou inibicdo do
efeito terapéutico, consequentemente, interfe-
rindo na reposta esperada.

A espécie vegetal Allium cepa, conhecida
como cebola, é muito usada como condimento,
sendo acompanhado em diversos preparos.
Além disso, a cebola possui constituintes qui-
micos que despertam o interesse da industria
farmacéutica, como a quercetina (8). A cebola é
conhecida por ser utilizada de forma empirica,

como alternativa terapéutica; auxiliando no
tratamento de diversas enfermidades.

O principal objetivo deste trabalho foi ava-
liar a atividade antibacteriana e moduladora dos
extratos metanélico e hexanico da folha A. cepa,
frente as cepas de bactérias padroese multirresis-
tentes (E. coli e S. aureus). Como também rea-
lizar a prospecgdo fitoquimica a fim de detectar
0s compostos bioativos presentes nos extratos.

Materiais e métodos

Material vegetal: As folhas de A. cepa foram
coletadas no més de setembro de 2014, no sitio
Brejinho localizado no municipio de Barbalha-
Ceara, Brasil, onde utilizou-se as folas frescas
para preparagao do extrato.

Material bacteriano: Os microrganismos
utilizados nos testes foram obtidos através do
Laboratério de Microbiologia e Biologia Molecu-
lar (LtmMBM) da Universidade Regional do Cariri
(urca). Utilizou-se as linhagens padrao de bacté-
rias E. coli Arcc 25922; S. aureus arcc 25922; mul-
tirresistentes da espécie E. coli 27 e S. aureus 358
(tabela 1). Antes dos ensaios, as linhagens foram
cultivadas a 35 °C por 24 horas em Brain Heart
Infusionbroth—sur (Difco Laboratories Ltda).

Preparacdo dos extratos metandlico e hexd-
nico: Para preparacao dos extratos, as folhas fres-
cas que foram coletadas, foram submersas em
solvente metandlico (teor de 99,8 %) e hexénico
(teor de 95 %) separadamente por 72h. Apds
esse periodo, o efluente foi filtrado em papel
filtro para separagao dos residuos sélidos e
concentrado em condensador rotativo a vacuo
e banho-maria (model Q-214M2. Quimis,
Brazil), obtendo-se rendimentos dos extratos
brutos apresentados (9). Para os testes foram
utilizadas solugdes preparadas a partir dos
extratos sob uma concentracdo de 10 mg/mL,
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Tabela 1. Origem bacteriana e perfil de resisténcia a antibidticos

Bacteria Origem Resisténciaaantibidticos
.. Oxa, Gen, Tob, Ami, Ca, Neo, Para,
Staphylococcus aureus (SA 358) Feridacirtrgica But, Sis, Net
Staphylococcus aureus ATCC 25922 Sensivel
Ast, Ax, Amp, Ami, Amox, Ca, Cfc,
Escherichia coli (EC 27) Feridacirtrgica Cf, Caz, Cip, Clo, Im, Can, Szt, Tet,
Tob
Escherichia coli ATCC 10536 Sensivel

Ast-Azitromicina; Ax- Amoxacilina; Amp-Ampicilina; Ami-Amicacina; Amox-Amoxilin, Co-Cefalexina; Cfe- cefaclor; CF Cefaloting; Caz-Ceftazinidima; Cip-Ciprofloxacino; Clo —Clorafenicol; Im-

Imipenem; Can-Canamicing; Szt-Sulfametoxazol, TetTetraciclina; Tob- Tobramicina; Oxa- Oxaciling; Gen-Gentamicina; Neo- Neomicina; Para- Paramomicing; But- Butirosine; Sis-Sisomicina;

Net- Nefilmicina.

Fonte: elaboracdio prdpria.

dissolvidos em pmso (dimetil sulféxido), em
seguida diluidos com dgua destilada para uma
concentragao de 1024 pg/mL.

Teste de atividade antibacteriana: A cim
(concentragdo inibitéria minima) foi deter-
minada em ensaio de microdilui¢ao em caldo
(ncctes, 2003) utilizando-se um indeulo de 100
pL de cada linhagem, suspensas em caldo BHI
que apresentara uma concentragao de 105 urc/
mL em placas de microtitulagdo com 96 pogos,
com dilui¢des em série ¥5. Em cada pogo foi
adicionado 100pL de solugao de cada extrato.
As concentracoes finais dos extratos foram
variadas entre 512 — 8 pg/mL. Para os controles
serdo utilizados os antibidticos padroes amica-
cina, gentamicina (Sigma) cujas concentragoes
finais variaram entre 512 pg/mL — 8,0 pg/mL.

As cim foram registradas como as menores
concentragdes para a inibigao do crescimento.
Para evidencia-las, foi preparada uma solugao
indicadora de resazurina sédica (Sigma) em
dgua destilada estéril na concentragao de 0,01 %
(p/v).Ap6s a incubagao, 20 pL da solucdo indi-
cadora foram adicionados em cada cavidade e as
placas passardo por um periodo de incubacio de
1 hora em temperatura ambiente. A mudanca
da coloragao azul para rosa é devido a redugao
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da resazurina, que indica o crescimento bacte-
riano, auxiliando a visualizagdo da c.r.m (10).
Esta é definida como a menor concentragao
capaz de inibir o crescimento microbiano, evi-
denciado pela cor azul inalterada.

Execucdo do teste de Modulacio e Leitura
dos Ensaios: Os extratos foram misturados
em caldo BHI 10 % em concentragdes subini-
bitdrias, obtidos e determinados apés a reali-
zacdo de teste de avaliagdo da cim, sendo que
para o teste de modulacdo a concentragao da
solucdo de extrato foi reduzida 8 (oito) vezes
(ctm/8). A preparagao das solugdes de antibio-
ticos foi realizada com a adigao de dgua desti-
lada estéril em concentracao dobrada (1024pg/
mL) em relacdo a concentracio inicial definida
e volumes de 100pL diluidos seriadamente
1:1 em caldo BHI 10 %. Em cada cavidade com
100pL do meio de cultura conteve suspensdes
bacteriana diluida (1:10). Os mesmos controles
utilizados na avaliagiao da cim para os extratos
foram utilizados durante a modulagdo (11).
As placas preenchidas foram incubadas a 35 °C
por 24 horas e apds esse periodo a leitura foi
evidenciada pelo uso da resazurina como citado
anteriormente no teste de determinagao da cim.
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Andlise Estatistica dos resultados de micro-
biologia: Os ensaios foram feitos em triplicata,
e expressos em média geométrica, jd que a lei-
tura das amostras foi feita através de observagao
visual da mudanca de coloracdo das mesmas. A
analise estatistica foi aplicada a analise de varian-
cia de duas vias seguida pelo teste de Bonferroni
utilizando o software Graph Pad Prism 5.0.

Resultado s e discussdo

Apbs a realizagdo do teste de Concentracao Inibi-
toria Minima (cmm) com as bactérias E. coli e Sta-
phylococus aureus foram obtidos resultados cim
(> 1024 pg/mL) tanto nas cepas padrdes como
multirressistentes de E.coli. O mesmo aconteceu
com as cepas multirresistente de S. aureus. Em
relacdo a linhagem padrao S.aureus obteve-se
resultados de 128 pg/mL para o extrato hexa-
nico apresentando uma melhor C.I.M quando

comparado com o extrato metandlico que obteve
uma C.LM de 256 pg/m (tabela 2).

O efeito da associa¢do dos produtos com os
aminoglicosideos é mostrado na tabela 3 e nas
figuras 1 e 2. Pode-se evidenciar que houve
sinergismo entre o EMAC frente as cepas de S.
aureus 358 em associacao com a amicanina e
com a E. coli 27 em associagdo com a gentami-
cina, 0 mesmo aconteceu com o EHAC corre-
lacionado com a amicacina contra as cepas de
E.coli 27 (p<000,1).

No entanto houve antagonismo do EHAC
para S. aureus 358 em ambos antibidticos e
nenhum efeito observado com a associacao da
gentamicina para cepas de E. coli 27. O EMAC
também mostrou antagonismo entre amica-
cina com a E. coli 27, e a gentamicina com a S.
aureus 358.

Tabela 2.Concentracio inibitdria minima (CIM) (ug/mL) dos extratos metandlico e hexdnico da folha Allium cepa

EMAC

Bactéria EHAC
E.coli 10536 >1024pg/mL
E.coli -27 21024 pg/mL
S. aureus- 25922 128pg/mL
S.aureus -358 21024 pg/mL

>1024pg/mL
21024 pg/mL
256pg/mL

21024 pg/mL

g - Extrato Hexinico e enac - Extrato metandlico da folha 4. cepa

Fonte: elaboracdio prdpria.

Tabela 3.Concentraco inibitdria minima (g/mL) de aminoglicosideos na auséncia e presenca do Extrato Metandlico e
Hexdnico da folha Allium cepa

S. aureus- 358 Enac Emac Controle

Amicacina 1250pg/mL 312,5pg/mL 625pug/mL
Gentamicina 1250pg/mL 1250pg/mL 78,12pg/mL
E.coli-27 EHACEMACControle
Amicacina 156,25pg/mL 625pg/mL 312 pg/mL
Gentamicina 625pg/mL 156,25pg/mL 625pg/mL

BHAC extrato hexinico e ewc- extrato metandlico da folha A. cepa

Fonte: elaboracdio prdpria.
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Tabela 4. Prospecgdo fitoquimica dos compostos secunddrios e o grau de infensidades encontrados nos extratos Hexdnico e
Metandlico da folha Allium cepa

Prospec¢io Fitoquimica EMAC EHAC
Antocianinas / Antocianidinas++
Leucoantocianidas/Catequinas/Flavonas++
Flavonéides/ Flavonéis/ Flavanondis++
Flavanonas/Xantonas/ Flavonéis++

Fenois++
Taninos++

Alcaloides-

£C - Extrato metandlico da folha de A. cepa e ehac - Extrato Hexdnico

Fonte: elaboragdo prépria.
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Os testes fitoquimicos foram realizados
segundo metodologia proposta por Matos, onde
se verifica a partir de dilui¢des dos extratos a pre-
senga ou auséncia de metabélitos com a adigao
de regentes especificos (tabela 4) (12).

Dentre as classes de substincias evidencia-
das pela prospecgao fitoquimicadestacou-se a
presenga de diferentes metabolitos secunda-
rios, sendo estes demonstrados na tabela 3. O
conhecimento das substancias quimicas pre-
sentes nas plantas € essencial para o direciona-
mento de futuras pesquisas (13). Os metabolitos
secunddrios apresentam varias classes sendo os
principais terpendides, compostos fendlicos e
alcaloides (14).

A presenga de compostos como flavonéides
jd foram evidenciadas nas folhas da A. cepa,
tendo portando a confirmagao deste assim como
outras substincias na prospecgao fitoquimica
realizada nesta pesquisa (15).

Os flavondides sdo compostos que apre-
sentam grande interesse para a inddstria far-
macéutica, por apresentarem varias atividades
destacando agao antimicrobiana. Entre as sub-
classes presentes nos flavonéides encontrou-se
alguns como flavondis, flavonas e flavanononas.
Sua atividade antibacteriana ocorre certamente
pela sua aptidao de formar complexos com
proteinas soltveis que se vinculam a parede
celular bacteriana. Outra agao dos flavonéides
é de também causar rompimento na membrana
plasmatica dos microrganismos com conse-
quéncia lise e morte (16-19).

Compostos como tanino sao conhecidos
por também demonstrarem atividade antimi-
crobiana, seu mecanismo de acio consiste em
hidrolisar a ligagao éster do acido gélico, auxi-
liando no combate contra as infecgdes bacte-
rianas. Experimento realizado demonstrou que
moléculas de tanino apresentaram uma forte
agao antibacteriana e fingica (19).

Apesar dos produtos metabélicos secunda-
rios exercerem uma atividade antibacteriana,
a maior parte das moléculas apresenta apenas
uma pequena agao antimicrobiana e um espec-
tro de agao delimitado. Entretanto quando estes
sao associados com os antibidticos podem atuar
modulando, potencializando ainda mais o efeito
esperado do mecanismo de agdo. Assim como
alterando a resisténcia bacteriana frente a alguns
antibidticos, consequentemente diminuindo a
dose necessaria da utilizacdo dos antimicrobia-
nos, tendo por fim um resultado efetivo (20).

A combinacdo entre os antibiéticos podem
acarretar em diferentes resultados, como o
antagonismo que ocorre quando um antimi-
crobiano diminui a acdo de outro. Consequen-
temente esse efeito atribui-se pelos compostos
quelantes encontrados tanto nos antimicro-
bianos como nos principios ativos dos extra-
tos, podendo diminuir o efeito de um ou de
outro. Relatos sobre antagonismo jd foram
descritos entre a associacdo de antibidticos e
com produtos de origem naturais (21-23). Este
efeito requer atencdo, tendo em vista que o uso
empirico de plantas medicinais correlacionado
com o antibidtico eterapia pode causar uma
interferéncia na eficicia do medicamento (24).

Aatividade antibacteriana dos extratos aquoso
das espécies A. sativum, A. fistulosum e A. cepa,
frente a cinco cepas bacterianas de relevancia na
inddstria alimenticia, dentre os resultados a A.
cepa foi a que mais apresentou atividade antimi-
crobiana sobre as cepas E. coli, Salmonella spp.,
e Bacillus cereus. Resultados similares foram
observados neste trabalho frente as cepas E. coli
multirresistente em associagao com os aminogli-
cosideos, amicacina e gentamicina (25).

Estudos relacionados com atividade antibac-
teriana com plantas medicinais e o sinergismo
com fdrmacos vém tornando-se cada vez mais
frenquente. Ja que esta associacdo pode servir
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de auxilio como uma nova estratégia para tra-
tamento de quadros de infecgdes. Essa combina-
¢ao pode ser feita em casos em que o antibidtico
sozinho ndo apresenta uma boa eficacia sobre
determinada linhagem bacteriana (26). Trabalhos
sobre a combinagio de produtos naturais com
as drogas de escolha muitas vezes apresentam
resultados gratificantes (27). Como foi observado
o efeito sinérgico da combinagao dos antibidticos
cefalexina e norfloxacina com o extrato da goia-
beira sobre as cepas de S. aureus proveniente de
origem humana e bovina (28).

Muitas pesquisas ratificam que 6leos
essenciais assim como extratos podem atuar
alterando a atividade antibacteriana, conse-
quentemente essa modificacdo acarreta na
diminui¢do da concentragdo necessaria para
a inibigao do crescimento do microrganismo.
Trabalhos com Costus arabicus, Croton cam-
petris A., Ocimum gratissimum L., Cordia
verbenaceae 0.c., comprovam o que foi descrito
a cima. Essa aptiddo se dar pelo fato dos com-
postos naturais atuarem modificando a agao dos
antimicrobianos, fato este que é comprovado
nas pesquisas que correlacionam extratos de
plantas com as drogas sintéticas; essa associa-
¢do pode acarretar tanto na inibi¢ao da bomba

de efluxo, revertendo a resisténcia bacteriana,
assim como atuando na modifica¢do da per-
meabilidade da membrana celular, facilitando
a entrada do fitoterapico (22, 24, 29, 30).
Associagao dos extratos de plantas com as dro-
gas sintéticas podem atuar afetando apenas um
Gnico alvo, assim como varios outros alvos no
microrganismo. Portanto a combinagio dos dife-
rentes compostos terapéuticos pode agir contri-
buindo de uma forma sinérgica agonista (31).

Conclusao

Através deste estudo foi demonstrado que o
extrato hexanico e metanélico das folhas frescas
da A. cepa apresenta atividade antibacteriana
e moduladora de aminoglicosideos, compro-
vando o uso empirico desta espécie, na medi-
cina popular. Além disso, foram determinados
os compostos Leucoantocianidas, Catequinas,
Flavonas, Antocianinas, Flavonéides, Flavo-
néis, Flavanonéis, Antocianidinas, Flavano-
nas, Xantonas, Flavonéis, Fenéis e Taninos na
anélise fitoquimica, servindo como base para o
desenvolvimento de novos experimentos que
poderdo verificar mais especificamente quais
metabdlitos em associacdo estdo atuando em
agao sinérgica ou antagonica.
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