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1 Introduciao

Segundo Pelaez (2006), grande parte dos antibidticos atualmente no mercado tem origem
microbiana natural. Com o avango dos compostos sintéticos, surgiu a caréncia de novas
moléculas que possuam atividade microbiana devido a resisténcia das cepas bacterianas,
gerada pelo uso indiscriminado desses agentes terapéuticos, em humanos e animais. A Cunila
spicata ¢ um arbusto rasteiro aromatico, nativo dos campos de araucérias, comumente
conhecida como ‘poejinho’ ou ‘poejo-do-banhado’, de origem sul americana, e encontrada no
Uruguai, Argentina e Sul do Brasil. Essa planta apresenta beneficios na medicina tradicional,
assim como plantas semelhantes da mesma familia. Tem etnoindicagdo que se deve a
capacidade expectorante e antitussigena, infec¢des pulmonares, bronquite e resfriados. Além
de tratamentos de afecgdes do sistema respiratdrio, ¢ utilizada em distarbios digestivos.
Ademais, seu extrato mostrou eficiéncia como anticonvulsivante e inibidor do virus da
estomatite vesicular bovina e ¢ carrapaticida in vitro (ECHEVERRIGARAY et al., 2009).

2 Objetivos

Analisar a composicao fitoquimica da C. spicata e efeito antibacteriano de seu extrato
hidroalcoodlico nas concentragdes de 10, 30, 100 e 400 mg/mL através de testes in vitro contra
bactérias de interesse clinico.

3 Metodologia

O material vegetal, caules e folhas de C. spicata, foram coletados em mata preservada em

Bom Retiro-SC e encaminhados para analise taxonomica no Herbario UNOP
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Unioeste/Cascavel-PR, onde a amostra da exsicata foi identificada e depositada sob o nimero
UNOP 10171. O extrato hidroalcoolico das partes aéreas da C. spicata (EHCS) foi obtido
através de extracdo assistida por ultrassom. Para cada 5 g da planta utilizou-se 100 mL de
solvente (etanol a 96%), a solucdo foi sonicada em sonicador ultrassonico durante 30 minutos
(frequéncia de 65% Hz, ciclo 1). Para condensacdo e evaporagao do extrato, foi submetido ao
rotaevaporador (80 a 100°C, 100 rotagdes por minuto) € colocado em vidros de relégio em
estufa a 37°C para secagem. Para andlise fitoquimica, o EHCS foi avaliado por cromatografia
gasosa com espectrometria de massa (CG-EM), conforme Proestos et al. (2006).

Para verificar o efeito antibacteriano do EHCS, foram realizados os testes de difusdo em agar,
microdilui¢do seriada e leitura com corante resazurina, em quatro cepas isoladas de
importancia clinica, Staphylococcus aureus, Streptococcus sp., Escherichia coli e
Corynebacterium sp., todas ‘wild type’. Na preparacdo desses indculos, foi utilizado agar
Mueller Hinton (CMH), preparado para a semeadura em placas de 15 cm de diametro,
contendo 20 mL do meio. Foi entdo semeado 0,1 mL da amostra selecionada e incubadas a
37°C por 24 horas. Apdés o crescimento, 5 colonias isoladas, de aspecto morfoldgico
semelhante, foram retiradas. As coldnias escolhidas foram repicadas em 10 mL de caldo Brain
Heart Infusion (BHI), sendo incubadas a 37 °C por 24 horas (NCCLS, 2015).

Para o teste de difusdo em 4gar, fez-se o uso de placas de Petri, com 20 mL de 4gar Mueller
Hinton e com cavidades de 5 mm de diametro ¢ 10 mm de profundidade, onde foram
depositadas as concentragdes de 10, 30, 100 e 400 mg/mL do EHCS, ceftiofur 10 mg/mL
como controle positivo e PBS (Solugao tampao fosfato) como controle negativo. A suspensao
dos inoculos ja preparada foi padronizada com solugdo salina até atingir 0,5 na escala de
McFarland (EMF), levada ao espectrofotometro com comprimento de ondas de 625 nm, para
alcangar uma média de 2 x 108 (UFC/mL) (NCCLS, 2015). Esse inéculo foi distribuido
uniformemente sobre a superficie do agar, deixando em repouso a temperatura ambiente,
dentro da camara de fluxo, por aproximadamente 5 minutos e entdo adicionada a solugdo teste
nas concentragdes escolhidas e os controles positivo e negativo das amostras. Depois de
prontas, as placas foram incubadas em estufa a 37 °C por 24 horas. Decorrido esse periodo foi
realizada a medi¢ao dos halos de inibi¢do do crescimento com o auxilio de um paquimetro, o
valor foi medido em milimetros do didmetro do halo, incluindo o didmetro do pogo.

Para determinar a Concentragdo Inibitoria Minima (CIM) foi utilizada a técnica de diluicao
em microplaca de 96 pogos. Cada poco foi preenchido com 80 uL. de CMH, 20 puL de inéculo
padronizado na EMF 0,5, ainda acrescentados 100 uLL de EHCS. Como controle positivo, foi
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utilizado Ceftiofur (0,5 mg/mL (100 pL)) com 20 pL de indculo. Os testes foram realizados
em triplicata. Na sequéncia, as placas foram incubadas a 36 °C durante 24 horas e submetidas
a leitura espectrofotométrica em leitor para Elisa, modelo Multiskan GO, no comprimento de
onda de 520 nm de absorbancia. O calculo utilizado para se avaliar a porcentagem de inibi¢ao
foi: % inibi¢do do crescimento microbiano = [1-(Ac/A0)] x 100, onde: Ac representa a média
das absorbancias por concentracdo de substancia testada e ja subtraida do valor da
absorbancia obtida com o controle do extrato. A0 ¢ a média das absorbancias do controle de
crescimento microbiano (sem a substincia testada).

Para a leitura com revelador, adicionou-se 30 puL do corante resazurina (0,01%) em cada pogo
da microplaca, ap6s duas horas, verificou-se a coloragdo, sendo que azul significa auséncia de
crescimento bacteriano, enquanto a cor rosa, indica crescimento bacteriano. Os resultados
foram agrupados como a média das leituras + erro padrao das médias, e comparados os efeitos
inibitérios médios do EHCS sobre todas as cepas de microrganismos. Os dados foram
analisados por andlise de varidancia ANOVA, e se necessario, comparados pelos testes de
Neuman-Keuls ou Dunnet. Os resultados foram considerados significantes quando P < 0,05.

4 Resultados e Discussio

Dos 14 compostos identificados pelo cromatograma, dados obtidos pela comparagao com os
controles demonstram trés compostos fendlicos majoritarios presentes na planta, 2-bornanode
(49,09%), mentofurano (12,78%) e beta-pineno (1,54%). Os resultados da triagem da acdo
antibacteriana demonstram capacidade do extrato de atuar contra bactérias, tanto Gram
positivas como também Gram negativas. No teste antimicrobiano in vitro de difusdo em agar,
os diametros dos halos de inibigdo e erro padrao das médias para o controle positivo,
ceftiofur, foram de 2+0 cm para E. coli, para Corynebacterium sp. de 1,9+ 0,04 cm, para
Streptococcus sp. de 2,3+0,05 cm e para S. aureus 1,6+0,05 cm. As concentragdes de 10 e 30
mg/mL do EHCS nao apresentaram atividade para as 4 cepas bacterianas. O EHCS (100 mg/
mL) influenciou na inibi¢ao das cepas de acordo com a formagao dos halos, para E. coli (1,05
+ 0,1 cm), Corynebacterium sp. (0,08 £ 0,01 cm) e Streptococcus sp. (0,11 = 0,02 cm), mas
ndo apresentou atividade para S. aureus. Na concentragdo de 400 mg/mL do EHCS, o halo
inibicdo foi de 1,2 + 0,08 cm para as cepas de Streptococcus sp., 0,85 + 0,07 cm para
Corynebacterium sp., 0,45 = 0,07 cm para E. coli e inibiu S. aureus de com halo de 0,31 +
0,05 cm. Portanto, todos os microrganismos testados apresentaram sensibilidade
estatisticamente significantes (P < 0,05), para as concentragdes de 100 mg/mL e 400 mg/mL,

exceto a S. aureus com a concentracdo de 100 mg/mL; dentre os dados da triagem da acdo
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antibacteriana, o extrato teve o melhor resultado contra a Streptococcus sp., quando
comparado ao antibidtico de controle positivo Ceftiofur, e produziram-se halos de inibi¢ao de
diametros variaveis dependendo da susceptibilidade de cada cepa. O teste de leitura com
revelador resazurina demonstra que houve interferéncia da coloragdo do extrato nas duas
maiores concentragdes testadas. Com isso, se identifica a eficadcia antimicrobiana na
concentracdo de 400 mg/mL e inconclusivo até a concentracdo de 50 mg/mL, sendo que a
partir dela denota-se a ndo inibi¢do de crescimento.

5 Conclusao

A C. spicata apresentou como principal composto a canfora (2-bornanona), que esta associada
a sua atividade antimicrobiana, € monoterpenos. Houve significativa atividade antibacteriana
do EHCS, em especial para S. aureus no teste de difusdo em éagar e também para E. coli
quando na CIM, validando assim, pelo menos em parte, o uso popular da C. spicata como

fitoterapico para o tratamento auxiliar para disturbios respiratorios infecciosos.
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