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Resumo: O uso errbneo dos farmacos ao longo dos anos tem cooperado no
aumento da resisténcia de bactérias, em destaque, a Pseudomonas
aeruginosa, Escherichia coli e Staphylococcus aureus, assim, a busca e
utilizacao de produtos naturais com potencial antibacteriano tem ganhado cada
vez mais destaque, portanto, o trabalho tem por objetivo avaliar atividade
antibacteriana e modificadora da acdo de antibioticos do 6leo essencial de
Symphyopappus cuneatus (DC) Sch Bip. Ex Baker, por meio de hidrodestilacéo
em aparelho Clevenger e aplicacdo da cromatografia gasosa acoplada a
espectrometria de massas (CG/EM) como identificador de seus constituintes
quimicos, através da Concentracdo Inibitéria Minima (CIM) do OESc utilizou-se
método de microdiluicio em caldo com E. coli, P. aeruginosa e S. aureus, 0
teor de 0leo essencial foi de 0.34%, sendo identificados oito constituintes dos
quais os terpenos limoneno (31.6%), espatulenol (22.2%) e alfa-pineno (20.9%)
foram os majoritarios, o OESc € composto principalmente por monoterpenos.
Conclui-se que o antibiético potencializado em associacdo com o OESc foi a
penicilina, enquanto o norfloxacina apresentou resultados positivos de forma
isolado, o CIM do OESc foi = 1.024 pg/mL para todas as cepas testadas
resultando em irrelevancia clinica.
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1. INTRODUCAO

As Bactérias jA4 ocasionaram diversas fatalidades que acarretaram
potencialmente doencas agravantes na populacdo de altos indices de
mortalidade, ao longo dos anos adquiriram a capacidade de aumentar sua
resisténcia a variados farmacos dificultando seu efeito e problematizando
tratamentos, citado por Eliana et al.,(2019,p.62), a resisténcia bacteriana aos
antimicrobianos emergiu como principal problema de saude na ultima década.

Os antimicrobianos tém por finalidade destruir ou suprimir o crescimento
e desenvolvimento de patdgenos, sua utilizacdo na area clinica melhorou o
prognostico de diversas doengas infecciosas, Ribeiro (2020) menciona que a
acado de tais medicamentos auxiliaram em diversos tratamentos envolvendo
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doencas causadas por inUmeras bactérias minimizando mundialmente as taxas
tanto de morbidade quanto de mortalidade, contudo, a prética incorreta de
remeédios ocasionou aumento na resisténcia bacteriana denominando como
bactérias multirresistentes, dentre as quais mais recorrentes clinicamente estdo
a Pseudomonas aeruginosa, Escherichia coli e Staphylococcus aureus.

Demandados novos compostos capazes de auxiliar na superacdo da
resisténcia bacteriana, a pratica da utilizagdo de fitoterdpicos sempre foi bem
presente na cultura Brasileira, O género Symphyopappus é uma das plantas
usadas com essa finalidade, pertencente a familia Asteraceae, espécie
Symphyopappus cuneatus nativa e endémica do Brasil, subarbustivo,
ocorrendo no Cerrado e Mata Atlantica, areas do Sul e Sudeste, auxilia no
desenvolvimento de novos produtos com potencial antibiético contra bactérias
multirresistentes.

2. OBJETIVOS

Avaliamos a atividade antibacteriana e modificadora da acdo de
antibioticos do Oleo essencial de Symphyopappus cuneatus (DC) Sch Bip. Ex
Baker.

3. METODOLOGIA

Extracdo do 6leo dos ramais terminais da planta colhidos nos Campos
Gerais, Vale do Ribeira, Litoral do Parana, Atalanta, e Santa Catarina Sul do
Brasil, no campo serdo localizadas as espécies, preparadas as exsicatas para
identificacdo botanica e registro fotografico, as amostras constardo aproximado
de 1 kg de ramos terminais e/ou inflorescéncias, coleta aleatéria no minimo 10
plantas individuais, amostras secas obtidas apés a manutencdo do material
vegetal a 40°C por 24hs em secador elétrico.

Hidrodestilagdo em aparelho graduado do tipo Clevenger fica duas horas
e meia, um litro de 4gua para cada 50g de folhas secas, com trés repeticdes,
secas com secador elétrico com circulacéo de ar a 40°C por 24 hs, visto do teor
de umidade das folhas frescas foram coletadas amostras de 20 g em triplicata
secas por secador elétrico com circulacdo de ar a 65°C até atingir peso
constante, extracdo do 6leo coletado com pipeta de preciséo levado ao freezer
logo apos permanecendo até o momento da analise, sendo definido o teor do
0leo em base seca, a extracdo o 0leo coletado com pipeta de precisdo é levado
ao freezer até o momento da analise, definindo teor do 6leo em base seca
aferindo massa total de 6leo gerado ao que se refere a quantidade de massa
seca de material botanico utilizada na extragéo.

Indicacdo quimica por cromatografia em fase gasosa acoplada a
espectrometria de massas (CG/EM), 6leos diluidos em diclorometano na
proporcao de 1 % e 1,0 yL da solugao injetada, divisdo de fluxo de 1:20 no
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cromatografo Agilent 6890 (Palo Alto, CA) acoplado a detector seletivo de
massas Agilent 5973N, injetor a 250 °C, dividindo os constituintes obtendo em
coluna capilar HP-5MS (5%-fenil-95%-dimetilpolissiloxano, 30 m x 0,25 mm X
0,25 um), usando hélio como géas carreador (1,0 mL min-1), com o forno de 60
a 240°C a 3°C min-1, detector de massa na ionizacéo eletronica (70 eV) com
3,15 varreduras s-, faixa de massas de 40 a 450 u, linha de transferéncia a
260° C, fonte de ions a 230° C, analisador (quadrupolo)150° C, amostras
diluidas inseridos em cromatografo Agilent 78902, detector de ionizacdo por
chama (DIC) 280°C, empregadas as mesmas colunas e condi¢cdes analiticas
descritas acima, exceto pelo gas carreador usado a hidrogénio, vazao de 1,5
mL min-1, composicdo percentual constara pela integracao eletrénica do sinal
do DIC pela divisdo da area de cada componente pela area total (area %),
apontando os constituintes quimicos por comparacdo de seus espectros aos
espectrotecas e seus indices de retencéo linear, calculados a partir da injecédo
de uma série homadloga de hidrocarbonetos (C7-C26), comparados com dados
da literatura.

Diluidas em dimetilsuféxido (DMSO) e depois em agua destilada estéril, a
concentracdo de DMSO contido nas amostras ndo sera considerada toxica
para as ceélulas, os antibidticos serdo dissolvidos em DMSO a 10 mg/mL e
diluidos em agua, diminuindo a concentracéo para 1024 ug/mL, os antibidticos
selecionados sdo das classes dos aminoglicosideos (gentamicina),
fluoroquinolonas (norfloxacino) e macrolideos (eritromicina) obtidos através da
SIGMA Chemical Co. St. Louis, E.U.A.

Colbnias bacterianas cultivadas e crescidas, com o periodo determinado,
serdo preparados os respectivos inéculos colocando-se as mesmas em tubos
de ensaio contendo 5 ml de solucéo salina estéril (0,9% NacCl), os tubos com as
suspensdes estardo sendo levados ao agitador vortex com turbidez comparada
a escala de McFarland correspondente a 105 UFC (Unidades Formadoras de
Colonias).

CIM serd realizado em série 1:1, técnica de microdiluicdo em caldo com
placas esterilizadas (96 pocos), culturas bacterianas mantidas em Agar em
refrigeracdo, repicadas em caldo de infusdo de cérebro e coracdo (BHI) e
incubadas a 37°C durante 24 hs, ap0s preparado o meio de distribuicdo em
eppendorfs utilizando 100 pL do inoculo, 900 uL do meio de cultura liquido BHI,
o conteudo do eppendor sera colocado na placa de microdiluicdo, havera
microdiluicdo das substancias, concentragdo de 1024 ug/mL, 100 yL no meio
até pendultima cavidade, a ultima trata-se do controle de crescimento, ndo sera
adicionada, concentracfes finais das amostras no meio de cultura serdo 512,
256, 128, 64, 32, 16 e 8 pg/mL, os testes serao feitos em triplicata e as placas
serdo incubadas a 35 + 2 °C, durante 24 hs, depois as placas serao reveladas
com corante especifico, a resazurina.

Tubo Eppendorf contém o teste usando caldo BHI a 10%, 150 pl do
inoculo, cada cepa e um volume de cada composto correspondendo a
concentracdo sub-inibitéria (CIM/8), controles de modulacdo com1350 pl do
meio BHI 10% e 150 ul do inoculo, conteudos dos tubos distribuidos em placas
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de microdiluicdo de 96 pogos, 100 yl em cada pogo, em sentido numérico,
microdiluicdo com 100 ul de cada antibidtico até o penultimo pogo, de modo
que a concentracao varia de 1024 a 0,5 yg/ml, placas incubadas em estufa por
24hs a 37 °C, leitura com a resazurina.

Analise estatistica dos resultados dos testes realizada usando programa
estatistico GraphPad Prism 5.0, médias geométrica por ANOVA de duas vias
seguida por teste post-hoc de Bonferroni (onde p < 0,05 e p < 0,0001
considerados significativos e p > 0,05 ndo demonstrando significancia).

4. RESULTADOS

TABELA 01- Determinacao da composi¢cdo quimica- PL 46-Symphyopappus
cuneatus (DC) Sch Bip. Ex Baker

IR CALCUL;ADO
SEEEE
-
I
*
I
=
-
7
—

olo olo o olo olo olo olo olo
> v © © %
Qv N Wy NN W N QB
v ) > Vv
o o e \
N ) N ) Q& Q)
& Q (2 ) (o) » N
N N & & & & & >
& 5 o @\* o & % >
N 2 R \><° R

A Tabela 01 mostra oito compostos no OESc, sua composi¢cdo na maioria
de monoterpenos, o teor do 6leo essencial foi de 0.34% na prospeccao
fitoquimica, Amaral et al. (2018) apontou o limoneno e espatulenol como
constituintes majoritarios do OESc assim como na tabela 01. A atividade
antibacteriana intrinseca do OESc tem um CIM = 1.024 + 0,577 yg/mL nas
cepas testadas, Apel et al. (2006) avaliou o 6leo essencial de Symphyopappus
itatiayensis (Hieron.) R.M.King & H.Rob que resultou na inibicdo do
crescimento de E. coli, P. aeruginosa e S. aureus variando de 10 a 50%,
porém, a concentracdo de 6leo essencial foi maior do que o presente trabalho,

sendo de 3.125 pg/mL.
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Na tabela 02 o antibidtico penicilina em associacdo do OESc resultou
efeitos potencializadores positivos, contudo, o antibiético Norfloxacina presente
na tabela 03 se manifestou positivamente contras as determinadas bactérias
somente de forma isolado.

5. Concluséao:

Composicédo quimica do OESc de monoterpeno em geral, na associacao
dos antibidticos Penicilina e Norfloxacina com o Oleo essencial
Symphyopappus cuneatus resultou na potencializagdo somente no caso da
penicilina em destaque na bactéria S. aureus, ja o antibiotico Norfloxacina de
forma isolado resultou efeito positivos nas bactérias, atividade antibacteriana
intrinseca o0 OESc com CIM > 1.024 apresentou resultados irrelevantes.
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