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RESUMO

Introducéo: A espécie Costus spiralis € um arbusto popularmente conhecido como
caninha-do-brejo, presente em diversas regiées do Brasil, inclusive no Tocantins. E
utilizada popularmente como planta medicinal no tratamento de inflamagdes,
leishmanioses, diarreias, hepatites, afec¢des urinarias, calculos renais, diabetes,
hipertenséo arterial sistémica, taquicardia e outras doengas como irritacdo nos olhos
e para cicatrizacdo. Alguns estudos confirmam seu efeito terapéutico em testes
realizados com seu extrato, incluindo comprovada agéo antibacteriana para espécies
de bactérias gram positivas. Dentre os importantes agentes bacterianos envolvidos no
desenvolvimento de infec¢des do trato urinario, tem-se Enterococcus faecalis, uma
bactéria gram positiva, cuja a acdo desse extrato sobre seu crescimento nunca foi
descrito pela literatura. Objetivos: O trabalho tem por objetivo preparar o extrato bruto
de C. spiralis e avaliar os efeitos in vitro de diferentes concentracdes do extrato sobre
E. faecalis pelo método de difusdo de disco. Metodologia: Sera realizada coleta e
montagem de uma exsicata para identificacdo da espécie vegetal, apds, sera
preparado um macerado das folhas e com o uso de um rotaevaporador sera obtido o
extrato etandlico bruto e preparada solucbes com concentracbes de 1,5%, 3,1%,
6,2%, 12,5%, 25%, 50% e 100% de extrato. Serdo preparadas placas com meio de
cultura e realizada inoculacdo de uma cepa comercial de E. faecalis. Em seguida,
realizar-se-a 0 ensaio experimental, através da introducdo de discos impregnados
com as solucdes contendo extrato de C. spiralis em diferentes concentracbes bem
como sera realizado o controle com o teste de antibiograma, possibilitando observar
ou nédo sensibilidade as concentra¢cfes utilizadas do extrato. Obter-se-a a curva de
crescimento de E. faecalis e suas possiveis alteracdes frente as diferentes
concentracbes de extrato de C. spiralis através de mensuracdes com
espectrofotdmetro éptico. Os resultados serdo expressos em graficos ou tabelas, apés
serem avaliados estatisticamente. Resultados Esperados: Obter acdo antibacteriana
contra Enterococcus faecalis a partir do extrato de Costus spiralis.

Palavras-chave: Planta. Medicinal. Infec¢@o. Antibiético. Antibiograma.
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ABSTRACT

Introduction: The species Costus spiralis is a shrub popularly known as caninha-do-
brejo, present in several regions of Brazil, including in Tocantins. It is popularly used
as a medicinal plant in the treatment of inflammation, leishmaniasis, diarrhea, hepatitis,
urinary disorders, kidney stones, diabetes, systemic arterial hypertension, tachycardia
and other diseases such as eye irritation and healing. Some studies confirm its
therapeutic effect in tests performed with its extract, including proven antibacterial
action for species of gram positive bacteria. Among the important bacterial agents
involved in the development of urinary tract infections are Enterococcus faecalis, a
gram-positive bacterium, whose action on its growth has never been described in the
literature. Objectives: The objective of this work is to prepare the crude extract of C.
spiralis and to evaluate the in vitro effects of different concentrations of the extract on
E. faecalis by the disc diffusion method. Methodology: An exsicata will be collected
and assembled to identify the plant species, after which a maceration of the leaves will
be prepared and with the use of a rotavaporator the raw ethanolic extract will be
obtained and solutions with concentrations of 1,5%, 3, 1%, 6.2%, 12.5%, 25%, 50%
and 100% of extract. Plates will be prepared with culture medium and inoculation of a
commercial strain of E. faecalis. Then, the experimental test will be carried out by
introducing disks impregnated with solutions containing C. spiralis extract in different
concentrations, as well as the control will be performed with the antibiogram test,
allowing to observe or not sensitivity to the concentrations used of the extract. The
growth curve of E. faecalis and its possible alterations will be obtained before the
different concentrations of C. spiralis extract through optical spectrophotometer
measurements. The results will be expressed in graphs or tables, after being evaluated
statistically. Expected Results: Obtain antibacterial action against Enterococcus
faecalis from the extract of Costus spiralis.

Keywords: Plant. Medicinal. Infection. Antibiotic. Antibiogram.



1 INTRODUCAO

Os produtos naturais ha tempos despertam grande interesse de
pesquisadores, instituicdes de ensino em saude, industria farmacéutica, e, até mesmo
da cultura tradicional, por exibirem caracteristicas quimicas, estruturais e biolégicas
com grande capacidade de apresentar potencial terapéutico (COSTA-LOTUFO et al.,
2010; BARREIRO & BOLZANI, 2009). O bioma do Cerrado apresenta-se como um
dos maiores em biodiversidade do planeta, muitas das suas espécies sao utilizadas
empiricamente para o tratamento das mais variadas afec¢es, no entanto, ha poucos
estudos cientificos sobre a eficacia destas plantas medicinais (ALVES et al., 2019;
VILA VERDE, 2003).

A espécie vegetal C. spiralis, de ampla ocorréncia no Cerrado brasileiro, é
utilizada empiricamente por muitas comunidades para o tratamento caseiro de
diversas doencas, inclusive no tratamento de infec¢des do trato urinario (ITU). Dentre
as espécies de bactérias gram positivas normalmente correlacionadas com o
desenvolvimento de ITU, tem-se o E. faecalis como um importante agente causador

desse tipo de infecgao.

A Organizacdo Mundial de Saude estima que, aproximadamente, 80% da
populacdo mundial utilizam a medicina alternativa, e dentro desse hall destacam-se
as plantas medicinais, como a principal alternativa utilizada, para remediar a auséncia
de atendimento médico priméario (ARAUJO et al., 2018; ELIZABETSKY, 1997). O uso
destas plantas acaba sendo estimulado para fins preventivo, de cura ou para
minimizar os sintomas das doencas, de modo a ter um custo mais acessivel a
populacao e aos servi¢cos publicos de saude, quando comparados com medicamentos
obtidos por sintese quimica industrial, que, devido as patentes tecnolbgicas e
processamentos de fabricacdo envolvidos acabam tendo um custo mais elevado
(MENEGUELLI et al., 2017; TOLEDO et al., 2003).

Atualmente, a busca por novos agentes antibiéticos é tema crescente nas
pesquisas médicas, devido principalmente ao fato do uso irracional de antibioticos ter
favorecido a aparicdo de organismos resistentes a acdo desses agentes.
Historicamente, muitos farmacos sao oriundos de produtos naturais (BOLDI, 2004).
Nesse contexto, torna-se imprescindivel a busca por plantas medicinais com acgéo

antimicrobiana objetivando a descoberta de novas drogas. O Cerrado, por apresentar



ampla biodiversidade botanico-terapéutica, pode ter espécies utilizadas pela cultura
popular no tratamento de infeccbes que apresentem efetivamente potencial para se

tornar um novo produto farmacéutico de acdo antimicrobiana.

1.1 PROBLEMA DA PESQUISA

A literatura apresenta muitas bactérias, dentre elas E. faecalis, que tém
desenvolvido resisténcia a antibioticos, tanto os de uso convencional, quanto contra
os antibidticos de ultima geracédo, levando a sérios problemas de salde publica e

despesas econdmicas.

1.2 HIPOTESE

O extrato da planta Costus spiralis (COSTACEAE) tem ac¢éo antibacteriana sobre

Enterococcus faecalis?

1.3 JUSTIFICATIVA

A cultura popular usa preparacoes de C spiralis (FERREIRA et al., 2015) para
o tratamento empirico de diversas infeccfes, este achado desperta a necessidade de
investigar o efeito antibidtico de C. spiralis sobre E. faecalis, uma vez que, ndo existe
registro de sua acdo na literatura cientifica para essa bactéria envolvida no

desenvolvimento de infeccBes nosocomiais de dificil tratamento.



2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar os efeitos produzidos pelo extrato de Costus spiralis em diferentes

concentracfes sobre o crescimento in vitro de uma cepa de Enterococcus faecalis.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Buscar ativamente a planta nos riachos da regiéo, coletar e identificar de forma
sistematica a espécie C. spiralis;

= Obter o extrato bruto hidroalcodlico de C. spiralis;

» Preparar solugbes com diferentes concentragdes de extrato bruto de C. spiralis;

= [Estabelecer a curva de crescimento in vitro do E. faecalis;

= Avaliar o efeito in vitro das diferentes concentragdes do extrato de C. spiralis
sobre uma cepa de E. faecalis pelo método de difusdo em disco e por fotometria

em espectrofotdmetro optico;

= Comparar a eficiéncia dos extratos de C. spiralis com diferentes antibiéticos de
uso para bactérias gram positivas, no crescimento in vitro de E. faecalis pelo

método de difusao em disco.



3 REFERENCIAL TEORICO

As plantas medicinais sdo consideradas como sendo vegetais, que, devido
suas propriedades quimicas, podem ser utilizadas no tratamento de determinadas
doencas e comorbidades ou que de alguma forma contribuam para a manutencao ou
reintegracdo da saude (MARTINS et al., 2003). O uso de plantas medicinais tem se
tornado amplamente difundido, principalmente nas Ultimas décadas, devido ao
conhecimento popular ter contribuindo para a divulgacdo delas no tratamento de
diversas afeccdes.

O interesse da populacao, a observacao dos efeitos em laboratorios e relatos
de usuarios, tém levado pesquisadores a buscarem cada vez mais a valida¢do do uso
desses produtos naturais (HASENCLEVER et al., 2017; CARSON et al., 2006). Dessa
maneira, o conhecimento popular fornece importante sugestdes de pesquisas que
levam a investigacao dos efeitos das plantas medicinais (MACIEL et al., 2002).

O Brasil possui em seu territério uma grande variedade de espécies vegetais,
sendo considerado o pais com a flora mais diversificada do mundo, tendo mais de 55
mil espécies ja identificadas, o que equivale a aproximadamente 22% de todas as
plantas existentes, em seu territério. Diante desses dados, o Brasil & considerado uma
grande poténcia em plantas medicinais, onde a maioria delas encontram-se na regiao
amazobnica (CARVALHO et al., 2007). Muitas plantas ainda carecem de estudos
cientificos que confirmem os seus efeitos terapéuticos (DI STASI & LIMA, 2002). O
estudo realizado por Martins et al. (2003) estima que, metade das espécies de plantas
brasileiras detenham propriedades medicinais, porém, menos de 1% foi investigada
de maneira satisfatoria.

Em decorréncia de seus habitos de vida e adaptacdes biolégicas decorrente
de suas histérias evolutivas, os vegetais desenvolveram a capacidade de metabolizar
substancias que atuam na defesa contra doencas que porventura venham a lhes
acometer, e sdo esses 0s metabdlitos de interesse médico, que detém potencial para
atuar contra as diversas doencas humanas (SILVA & FERNANDES JUNIOR, 2010).

Véarias plantas medicinais utilizadas popularmente pertencem a ordem
Zingiberales (GRACE & DOUGLAS, 2015). Estas, pertencem ao grupo de
monocotiledéneas que possuem distribuicdo pantropical, e inclui diversas plantas

amplamente cultivadas, como as bananeiras, canas, gengibre e acafrao (SASS et al.,
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2016). S&o caracterizadas principalmente por apresentarem folhas com vasos de
distribuicdo peninérvea ou paralelinérvea, caules e folhas aerados por camaras de ar,
posicdo inferior do ovéario e a disposicdo supervoluta das folhas antes do
desenvolvimento (DAHLGREN et al., 1985). A ordem das Zingiberales é subdividida
em 8 familias, sendo: Zingiberaceae, Costaceae, Marantaceae, Cannaceae,
Lowiacae, Musaceae, Heliconiaceae e Strelitziaceae (SASS et al., 2016).

A familia Costaceae sao representadas por plantas perenes, herbaceas de
1,4m a 4m, geralmente terrestres existindo espécies epifitas, com ramos espiralados
compostos por folhas de filotaxia em espiral e caules do tipo rizoma, ambos, em
diversos tons de verde, inflorescéncias posicionadas nas pontas dos ramos de cores
diversas e destacadas em meio a vegetacdo (COSTA et al., 2011).Distribuem-se em
habitats de areas tropicais e subtropicais, concentrando o maior nimero de espécies
na América do Sul e Central, encontradas principalmente em florestas pluviais e outros
ambientes umidos. A familia é constituida por 4 géneros, sendo, Costus, Monocostus,
Dimerocostus e Tapeinochilos (ANDRE et al., 2016).

O género Costus é o maior da familia, contendo mais de 125 espécies, que
tem como caracteristicas a presenca de ramos espiralados seguidos de
inflorescéncias terminais que normalmente produzem de uma a duas flores por dia,
possuindo um periodo de floragdo estendido e baixa taxa de polinizacdo (GRACE&
DOUGLAS, 2015; SPECHT et al., 2001).

A planta conhecida popularmente como “caninha-do-brejo”, “caatinga” ou
“cana-de-macaco” é a espécie Costus spiralis (Jacg.) Roscoe, localizada na América
do Sul tropical, principalmente em florestas chuvosas, savanas, ou em
afloramentos graniticos, habitando principalmente margens de riachos e rios
(NASCIMENTO et al., 2016; MAAS, 1972). A espécie pode atingir até 2m de altura,
suas inflorescéncias sdo do tipo racemo com formato semelhante a uma espiga,
compostas por bracteas que ficam fechadas e sobrepostas, de tons avermelhados, de
onde saem os botdes florais e posteriormente desenvolvem os frutos. As flores séo
vermelhas, sendo a corola formada por trés pétalas conectadas na base, com
auséncia de cheiro (ARAUJO & OLIVEIRA, 2007).

Na medicina popular brasileira esta espécie tem sido amplamente utilizada
como planta medicinal, principalmente em comunidades da regido amazbnica

(DUARTE et al., 2017). Ferreira et al. (2015) relatam a sua utilizagédo para o tratamento
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de afeccdes urinarias e irritacdo nos olhos. Medeiros et al. (2004) divulgaram o uso
contra calculos renais. Além disso, € utilizada como cicatrizante na cura de feridas,
diurético e antidiabético (BRAGA et al., 2007; MARTINS et al., 2003; HABSAH et al.,
2000; ALBUQUERQUE, 1989). Outros estudos mostram a utilizacdo como anti-
hipertensivo e contra disfungéo renal (ARAUJO & OLIVEIRA, 2007), contra dores na
bexiga e na uretra, tratamento de taquicardia (CORREA, 1984), como antioxidante e
contra infec¢fes por bactérias (HABSAH et al., 2000). Uso para agéo anti-inflamatoria
também foi registrado (SILVA & PARENTE, 2004), além de utilizacdo contra infeccdes
fungicas e no tratamento de leishmanioses (BRAGA et al., 2007), bem como, contra
dores abdominais, diarreias intensas e hepatite (DI STASI & LIMA, 2002).

Braga et al. (2007) utilizando-se de extratos metandlicos de Costus spiralis
puderam constatar a presenca de alcaloides, flavonoides e esteroides em sua
constituigao.

Estudos ja realizados com a espécie tém corroborado os efeitos terapéuticos
utilizando-se de seus extratos vegetais, confirmando as suas propriedades medicinais
devido acdes hipoglicemiantes, antidislipidémicas e antioxidantes em experimentos
com ratos (DUARTE et al.,, 2019), acdo contra Leishmania chagasi e Leishmania
amazonenses (BRAGA et al., 2007), capacidade anti-inflamatoria, inibicdo da
permeabilidade vascular, protecdo cardiovascular e antiaterosclerética (SILVA &
PARENTE, 2004), e atividade antiurolititica em célculos renais formados por cristais
de oxalato de célcio em cobaias (VIEL et al., 1999). Testes em col6nias de bactérias
também foram realizados, in vitro, utilizando-se extratos da planta, permitindo
confirmar a sua atividade antibacteriana para Pseudomonas aeruginosa, Bacillus
cereus, Shigella sonnei, Salmonela entérica e Vibrio cholerae (ALNAHDI et al., 2017,
PEREZ et al., 2008; BOUZADA et al., 2009).

Dentre as doencas tratadas empiricamente com C. spiralis, as infec¢cdes do
trato urinario (ITU) sdo consideradas importantes complicacbes infecciosas,
normalmente causadas por bacilos grferam-negativos e bactérias resistentes, como
Enterococcus (RESENDE et al., 2016; HEILBERG & SCHOR, 2003).

As bactérias Enterococcus spp. sdo caracterizadas como cocos gram positivos
dispostos em pares e em cadeias curtas. Sa0 microrganismos anaerobios facultativos
e de colbnias geralmente ndo hemoliticas, mas algumas podem ser alfa ou beta
hemolitica, catalase negativos (ZANDONA & SOUZA, 2017; PARADELLA et al.,
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2007). O trato gastrointestinal € o principal reservatério de Enterococcus no corpo
humano, porém também podem viver na cavidade oral, vesicula biliar, vagina e uretra
masculina (KONEMAN et al., 2001). Grande parte das infec¢cdes por Enterococcus
sdo originadas da microbiota normal do proprio paciente, no entanto, existe a
possibilidade de transferéncia entre pacientes ou transmisséo através do uso de agua
ou alimentos contaminados (MURRAY et al, 2004). S&o considerados
microrganismos comensais de grande importancia meédica por, frequentemente,
serem a causa de infeccbes em pacientes hospitalizados por um longo periodo de
tempo e/ou que foram tratados com mudltiplos tipos de antibidticos (TEIXEIRA &
FACKLAM, 2003). J& foram considerados microrganismos comensais inofensivos,
porém pesquisas evidenciam de forma crescente, o potencial do Enterococcus de
sobreviver em ambiente hospitalar, colonizar pacientes e causar infecgdes como
bacteremia, peritonite, endocardite e infec¢des do trato urinario (SAVA et al., 2010).

Os Enterococcus parecem ter adquirido ao longo do tempo uma capacidade
de acumular e compartilhar elementos cromossémicos que possuem caracteristicas
de codificar tanto viruléncia como genes de resisténcia a antimicrobianos, talvez isso
explique sua crescente presenca em ambientes hospitalares, sendo a principal
espécie relacionadas a essas infecgcbes em seres humanos, E. faecalis (SHARIFI et
al., 2013).

Tém-se destacado por apresentar resisténcia a varios antibiéticos e tém
adquirido novos fendtipos de resisténcia, evidenciando-se os E. faecalis resistentes a
vancomicina (NUNEZ et al., 2016; WILLEMS & BONTEN, 2007).

Diante dessas consideracfes, as infecces por E. faecalis tornam-se
preocupantes, sendo necessario a investigacdo e descoberta de produtos
antimicrobianos alternativos aos ja utilizados, cuja a eficiéncia apresenta-se
comprometida pela aquisicdo de resisténcia aos antibioticos apresentada por essa
espécie bacteriana.
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4 METODOLOGIA

4.1 MATERIAL VEGETAL

No més de Abril de 2019 foram coletados no Estado do Tocantins, cidade de
Divindpolis do Tocantins, as margens do riacho Sucguarana, tributario do Ribeirdo
Piedade, exemplares da espécie C. spiralis para herborizacdo com a técnica usual de
Fidalgo & Bononi (1984), onde, cortou-se galhos contendo inflorescéncias e folhas,
que foram inseridos em uma prensa de madeira e levados a uma estufa, no Herbario
da Universidade Federal do Tocantins (UFT), Campus Porto Nacional, para
desidratacdo, montagem de uma exsicata, confirmacdo taxondmica da espécie e
incorporacao ao acervo (Anexo A). Apés confirmacao da espécie, outras coletas serao
realizadas, no mesmo local, nos meses de maio e junho de 2019, para utilizagdo na

fabricacdo do extrato bruto.

4.2 OBTENCAO DO EXTRATO BRUTO DAS FOLHAS DE C. spiralis

As folhas da C. spiralis seréo pesadas, lavadas e secas a 55°C por um periodo
de 72 horas em estufa de ar circulante. As folhas secas serdo trituradas em
liquidificador e maceradas com etanol 97°GL por 72 horas. Apds esse periodo, a
solucdo etandlica obtida sera evaporada sob presséo reduzida em um rotaevaporador,
com temperatura controlada em 45°C. O solvente recuperado sera novamente
adicionado as folhas e submetido a maceracéo por mais 72 horas, a seguir filtrado e
evaporado. Esse procedimento sera repetido por mais duas vezes, num total de quatro
extracdes. Os extratos obtidos serdo reunidos formando o extrato etandlico bruto. Em
seguida, sera pesado em balanca analitica e o seu rendimento calculado pela seguinte
férmula: Rendimento = (peso extrato bruto (g) / peso folhas secas (g)) x 100
(FERREIRA, 2013).

Preparacao das soluc¢des dos extratos: As solugdes serdo preparadas através
de diluicdo seriada de razdo 2. Para realizar as diluicbes utiliza-se 1mL de agua
destilada estéril, em tubo de ensaio estéril e sera adicionado 1mL do extrato bruto

(100%) de C. spiralis, ap0s agitacéo dessa solucéo por 5 minutos, obtém-se a solucao
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de concentracéo de 50% do extrato. A partir desta solucéo, seguindo a mesma técnica
serdo obtidas as demais concentracdes 25%, 12,5%, 6,2%, 3,1% e 1,5%.

4.3 MICRORGANISMO BACTERIANO

Serd utilizada uma cepa bacteriana de referéncia, utilizada como padrao para
controle de qualidade em laboratérios de Microbiologia e testes de suscetibilidade a
antimicrobianos, comercializada pela NewProv. O microrganismo encontra-se
estabilizado em discos liofilizados numa concentracdo acima de 100.000UFC/mL.
Serdao utilizadas bactérias gram-positivas da espécie Enterococcus faecalis (NewProv-
0012).

O disco contendo os microrganismos serd revitalizado através dos seguintes
procedimentos: Com uma pin¢ca flambada e resfriada, o disco sera removido
assepticamente do seu frasco de origem e colocado em 3mL de caldo nutritivo BHI
(Brain Heart Infusion). O tubo sera identificado e incubado a 35°C + 2°C em estufa
bacteriologica até turvacdo visivel (2-3 horas). Apos, com auxilio de uma alca
calibrada de 100 microlitros, seréo inoculados os microrganismos em placa de meio
nutritivo n&o seletivo (Agar Nutriente) pela técnica de esgotamento e novamente
incubados a 35°C+ 2°C por 24 horas.

4.4 TESTE DE SENSIBILIDADE ANTIMICROBIANA IN VITRO - ANTIBIOGRAMA
(METODO DE DIFUSAO COM DISCOS DE BAWER E KIRBY)

Preparacéo de placas e meios de cultura: O meio de Agar Mueller-Hinton (MH)
deve ser preparado previamente fundido, esterilizado e resfriado a 45-50°C. Em
seguida, deve ser derramado em placa de petri de 150mm de diametro até atingir uma
espessura de aproximadamente 4mm.

Preparacao do inéculo: As culturas puras de bactérias E. faecalis (NEWPROV-
0012) serdo cultivadas em caldo nutritivo a 35°C+ 2°C por 24 horas apés a
revitalizacdo, tempo suficiente para que a suspensao bacteriana apresente turbidez

moderada. A densidade do inOculo a partir de entdo, sera controlada por diluigdo com
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soro fisiolégico para se obter uma densidade de turbidez equivalente aquela obtida
pela adicdo de 0,5mL de solugéo de BaCL2-2H20 (0,048M) em 99,5mL de H2SO4
0,36N — Escala de McFarland.

Discos de antibidticos e extratos de C. spiralis: A sensibilidade da cepa de E.
faecalis frente aos antibioticos sera realizada utilizando o sistema de multidiscos gram
positivo da marca DME (POLISENSIDISC 15: Azitromicina, Cefoxitina, Linezolida,
Rifampicina, Sulfazotrim, Clindamicina, Eritromicina, Oxacilina, Penicilina G,
Vancomicina, Ampicilina, Ciprofloxacina, Cloranfenicol, Gentamicina e Tetraciclina),
onde todos os antibidticos em suas concentracdes especificas estdo impregnados em
papel absorvente de 5mm de diametro. A avaliacdo da sensibilidade frente aos
extratos de C. spiralis (1,5%, 3,12%, 6,25%, 25%, 50% e 100%) sera feita de maneira
similar, com os extratos impregnados em papel absorvente estérii de 5mm de
diametro.

Inoculacdo das placas: Swabs estéreis de algodao serdo mergulhados na
suspensao bacteriana e o excesso removido pressionando o algodéo contra a parede
do tubo. A suspensdo bacteriana serd semeada de maneira uniforme sobre a
superficie estéril do Agar MH e os discos de antibiéticos ou impregnados com o0s
extratos serdo distribuidos espacadamente sobre o indculo.

Incubacdo: As placas de antibiograma serdo incubadas sob condi¢des

aerodbicas, numa temperatura constante na faixa de 35°C+ 2°C por 24 horas.

Resultados: Os halos de inibicdo do crescimento serdo mensurados com o
auxilio de paquimetro e comparados, classificando entdo, os microrganismos como
resistentes ou sensiveis aos diferentes produtos avaliados. Para a andlise da
sensibilidade aos antibibticos, sera usada a tabela padrdo (Anexo B) fornecida pelo
sistema de multidiscos da DME (POLISENSIDISC 15), os halos de inibicdo
provenientes das diferentes concentracdes do extrato de C. spiralis serdo comparados
aos dos antibioticos que apresentarem acdo de inibicdo do crescimento dos E.

faecalis.
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4.5 DETERMINACAO DA CURVA DE CRESCIMENTO IN VITRO DO E. faecalis

Para determinacdo da curva de crescimento do E. faecalis, a quantificacido
celular sera estimada através da avaliacdo da densidade Optica, com comprimento de
onda de 600nm, em espectrofotdmetro optico, (TORTORA, 2005). Os microrganismos
revitalizados em 3mL de caldo BHI apds 3 horas de incubacgéo serao transferidos para
um frasco erlenmeyer contendo 57mL de caldo BHI. Quatro horas apos a inoculacao
dos microrganismos no caldo, a cultura bacteriana sera homogeneizada e uma
aliguota de 2mL sera retirada para medigdo da massa celular em espectrofotébmetro.
Este procedimento sera repetido sucessivamente, a cada quatro horas, ao longo das
48 horas de incubacédo da cultura inoculada, a 37°C. Um frasco contendo BHI estéril
sera utilizado ao longo do experimento para zerar o espectrofotbmetro nos momentos
de avaliacdo da densidade Optica. Ao final das 48 horas, sera tracado a curva de
crescimento de E. faecalis e sera determinado o periodo de crescimento exponencial
- fase log, e de estabilidade - fase estacionaria (KONEMAN et al., 2001).

4.6 AVALIACAO DA ACAO DAS DIFERENTES CONCENTRACOES DO EXTRATO
BRUTO DE C. spiralis SOBRE A CURVA DE CRESCIMENTO IN VITRO DE E.

faecalis.

As diferentes concentracdes do extrato bruto de C. spiralis serdo preparadas
conforme explicado anteriormente (item 4.2), utilizando como solvente 0 meio BHI
para as diluicbes seriadas. Apos, serdo inoculados em cada uma das diferentes
concentracdes de extrato de C. spiralis, 1mL de cultura de E. faecalis em periodo de
crescimento exponencial intermediario de sua fase log e apés 4 horas de incubacéo a
37°C, aliguotas serdo colhidas para mensuracdo da massa celular em
espectrofotometro. Tubos de ensaio contendo os controles, com meio BHI, seré&o
utilizados no experimento para zerar o espectrofotdmetro no momento de avaliagéo
da densidade éptica, usando comprimento de onda de 600nm. Apds a leitura, sera

realizado o célculo de correcéo para o fator de diluicdo empregado.
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4.7 ANALISES ESTATISTICAS

Os dados serao apresentados como média + EPM. Os resultados expressos
em graficos ou tabelas, ap0s serem avaliados estatisticamente por meio de: test t
pareado de Wilcoxon ou por ANOVA Kruskal-Wallis, seguido de teste de Dunn ou por
One-Way ANOVA/Bonferroni ou por Two-Way ANOVA. O nivel de significancia sera
estabelecido em p<0,05. As analises serao feitas utilizando o GraphPadPrism 4.0

Software.
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5 DELINEAMENTO DA PESQUISA

Realizar-se-a coleta de galhos da espécie vegetal Costus spiralis nas margens
de rios ou riachos nas cidades de Palmas — TO e Divindpolis-TO, para identificacédo
taxonOmica e incorporagdo em um acervo e posterior fabricacdo de um extrato
etandlico bruto a partir do qual sera preparado solu¢cdes com concentracdes de 100%,
50%, 25%, 12,5%, 6,25%, 3,12% e 1,5% que serdo impregnados em discos de papel
filtro e inseridos em placas de Petri contendo culturas de Enterococcus faecalis.
Outros discos impregnados com diferentes antibioticos para bactérias gram-positivas
serdo testados nas mesmas culturas visando uma posterior comparacdo de
sensibilidade por meio da mensuracao dos halos de inibicdo de cada disco através de

testes estatisticos.
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6 ASPECTOS ETICOS

6.2 RISCOS

Em decorréncia dos deslocamentos aos locais de coleta e experimentacgdes,
€ possivel a ocorréncia de acidentes automobilisticos envolvendo os autores. Devido
as incursdes em campo em busca dos materiais vegetais, com busca ativa pela
espécie em estudo nas margens de rios ou riachos, existe a possibilidade de acidentes
envolvendo contato com animais silvestres e/ou peconhentos, plantas toxicas,
quedas, insolacdo ou desidratacéo da equipe de pesquisa. Em ambiente laboratorial
existe o risco de acidentes com 0 manejo de materiais perfurocortantes, intoxicagao
nos processos de fabricacdo do extrato vegetal ou pelo contato direto com 0 mesmo,
e contaminacdo com o0 microrganismo em estudo. Probabilidade de gerar
conhecimento generalizavel, desencadeando o uso incorreto da planta.

Para reducdo dos riscos, os deslocamentos em veiculo automotor serdo
realizados de acordo com o Cdédigo de Transito Brasileiro. Nos adentramentos em
ambiente de mata serdo utilizadas vestimentas de manga cumprida, calca jeans,
calcado fechado, boné, uso de protetor solar, alimentacao e hidratacdo adequada. Em
laboratério serdo seguidos os procedimentos de biosseguranca em todo o manejo dos

experimentos.

6.3 BENEFICIOS

Possibilidade de descoberta do efeito antimicrobiano da planta Costus spiralis

contra uma importante espécie de bactéria multirresistentes, Enterococcus faecalis.
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7 DESFECHO

7.2DESFECHO PRIMARIO

Constatar de maneira inédita a capacidade antibacteriana do extrato de C.

spiralis contra cepa de E. faecalis.

7.3DESFECHOS SECUNDARIOS

Localizar C. spiralis no hébitat natural, coletar, catalogar, identificar e
armazenar alguns exemplares em uma colecdo botanica. Fabricar o extrato bruto de
C. spiralis e, através deste, obter diferentes solu¢cdes com diferentes concentragdes.
Testar as solucdes em E. faecalis e determinar a acdo antibacteriana das diferentes
concentracbes. Pretende-se utilizar os dados para divulgacdo por meio de
apresentacdes em congressos da area e desenvolver um artigo cientifico seguido de

publicacdo em revista cientifica de importante reconhecimento.



8 CRONOGRAMA

Quadro 01 - Cronograma
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Descricao das Atividades

Meses

Margo
2019

Abril
2019

Maio
2019

Junho
2019

Julho
2019

Agosto
2019

Setembro
2019

Outubro
2019

Novembro
2019

Junho
2020

Pesquisa Bibliografica

X

X

X

X

Elaboracéo do Projeto

Apresentacado do Projeto

Coleta do material Vegetal

Obtencéo do extrato da Folhas

X X| X| X

Preparacéo das solugbes e dos
discos

Preparacdo dos meios e cultivo
das Colbnias

Realizag&o do Antibiograma

Analise dos Dados

Redacéo do Trabalho

X[ X| X| X

Revisédo Final

Envio para Publicagéo

X| X| X| X

Defesa/Banca
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Quadro 02 - Orcamento
CATEGORIA: Gastos Com Recursos Materiais
Qtd Descricao de Produtos/Servicos [Valor Unitario  |Valor Total
3L AlcoolEtilico Abs. 99,5% PaAcs |R$ 20,00 R$ 60,00
1000ml
500 Swabs estéreis R$ 0,06 R$ 30,00
unidades
1L Agua destilada estéril R$ 10,00 R$ 10,00
1 unidade [Enterococcus faecalis NEWP R$ 25,00 R$ 25,00
0012
50 gramas |Caldo nutritivo BHI R$ 55,00 R$ 55,00
50 gramas |Caldo nutritivo Nutriente R$ 55,00 R$ 55,00
50 gramas |Agar Mueller Hinton R$ 50,00 R$ 50,00
500 ML Soro fisioldgico R$ 8,00 R$ 8,00
1 unidade [Escala de McFarland R$ 95,00 R$ 95,00
1 unidade Multifar 15 (G+) R$ 112,00 R$ 112,00
1 caixa Filtro de papel qualitativo 18,5 cm |R$ 50,00 R$ 50,00
de didmetro
Subtotal R$ 550,00
CATEGORIA: Gastos Com Recursos Humanos
Qtd Descricdo de Produtos/Servigos Valor unitario  |Valor Total
250 L Combustivel R$ 4,49 R$ 1.122.50
30 unidades |Alimentacao R$ 15,00 R$ 450,00
50 unidades |Agua mineral 500mL R$ 2,00 R$ 100,00
Subtotal R$ 1.672,50
FINANCIAMENTO TOTAL DA PESQUISA
CATEGORIAS Valor Total
Gastos Com Recursos Materiais R$ 550,00
Gastos Com Recursos Humanos R$ 1.672,50

TOTAL GERAL DO INVESTIMENTO

R$ 2.222,50
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ANEXO A - Ficha de Identificacédo Vegetal

A ficha de identificacdo vegetal que sera anexada na exsicata produzida,
contendo dados de coleta e de identificacdo da familia e espécie. Modelo utilizado

pelo Herbario da Universidade Federal do Tocantins Campus Porto Nacional — TO.

UNIVERSIDADE FEDERAL DO TOCANTINS - UFT
CAMPUS DE PORTO NACIONAL
HERBARIO HTO
-
HERBARIO

Ferzate M1 UFT i sicnce P e Tcorim

HTO
Familia: COSTECEAE
Espécie: Costus spiralis.
Determinador/data:
Nome Popular: Cana-de-macaco, Caninha-do-brejo, Caatinga
Habitat: Vegetacao riparia
Localidade: Brasil - Tocantins - Divindpolis do Tocantins -
Fazenda Sitio Novo. Coordenadas - 9°54’32”S 49°09°27"W.
Coletor: Albério Batista de Oliveira01
Data: 19/1V/2019
Observacgodes: Planta de 143cm com flor vermelha, folhas verdes
com marcas de herbivorismo, sem liberacao de latex. Localizada
as margens do brejo Sucuarana, tributario do Ribeirao Piedade.
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