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APRESENTACAO

A utilizacao de plantas como medicamento provavelmente € tao antiga quanto o
surgimento do homem, pois sempre existiu uma grande preocupagédo com as doencas
durante toda a historia da humanidade. No Brasil, a cultura indigena, possui uma
sabedoria tradicional, passada de geragao a geragcao acerca das propriedades dessas
plantas. Apesar de muitas plantas serem Uteis para a medicina, existem algumas
toxicas ou venenosas, sendo necessario conhecer as caracteristicas de cada uma.
Se fazendo importante os estudos cientificos, tendo em vista a grande diversidade de
flora do Brasil.

O leitor ira encontrar nesta obra estudos que abordam diversas propriedades
das plantas medicinais, como sua acéo antioxidante, antimicrobiana, analgésica e
ainda a utilizacdo dos Oleos essenciais como conservantes de alimentos. Também
sua utilizagdo na defesa contra raios UV, utilizando compostos quimicos naturais de
plantas.

O e-book “Producdo e Controle de Produtos Naturais 2", possui 9 artigos
cientificos, e ressalta a importancia de dar seguimento ao conhecimento acerca das
pesquisas da flora brasileira, que contribuem para o crescimento e o desenvolvimento
da pesquisa, preservacdo da utilizacdo das plantas, levando o leitor a uma reflexao.
Desejamos uma 6tima leitura!

Raissa Rachel Salustriano da Silva-Matos
Vanessa Reis Cardoso
Kleber Veras Cordeiro
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RESUMO: A utilizagdo de plantas medicinais

Producao e Controle de Produtos Naturais 2

como forma de terapia alternativa aos
medicamentos sintéticos é cada vez mais
estudada e difundida em varios sistemas
produtivos. Na pecuaria leiteira, o uso
indiscriminado de antibacterianos no tratamento
de enfermidades, principalmente da mastite,
tem levado ao aumento da resisténcia de muitos
microrganismos patogénicos aos principais
farmacos disponiveis no mercado. Somando-
se a este fato, o incumprimento do periodo de
caréncia destes farmacos tem promovido o
aumento de residuo destes no leite produzido e
disponibilizado ao consumidor, o que configura
problema de saude publica. Diante disso,
objetivou-se, no presente trabalho, avaliar a
acao antimicrobiana do 6leo de copaiba sobre
Staphylococcus aureus, isolado doleite de vacas
positivas para a presenca do microrganismo
alvo. A hipbtese da pesquisa é que, diluido ou
na maxima concentracdo, o 6leo de copaiba
pode ser capaz de inibir o desenvolvimento
do agente causador da mastite. A atividade
antibacteriana foi determinada pelo teste de
disco-difusdo, utilizando-se o 6leo de copaiba
nas concentragdes de 100%, 50%, 25%, 12,5%,
6,25%, 3,12%, 1,56%, 0,78%, 0,39% e 0,19%.
Verificou-se que o 6leo de copaiba apresentou
atividade antimicrobiana nas concentragdes
de 100% a 3,12%, sendo que o aumento da
concentracéo de 6leo provocou um aumento

no halo de inibicdo. Conclui-se que o poder de
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inibicdo de desenvolvimento bacteriano do 6leo de copaiba sobre o Staphylococcus
aureus, causador da mastite subclinica em vacas leiteiras, existe e &€ dependente da
diluicao.

PALAVRAS-CHAVE: fitoterapico, leite, disco-difusdo, Oleo medicinal, terapia
alternativa.

COPAIBA OIL (Copaifera langsdorffii DESF.) ANTIMICROBIAL ACTION AGAINST
BOVINE MASTITIS AGENT: Staphylococcus aureus

ABSTRACT: The use of medicinal plants is increasingly studied as a form of alternative
therapy to synthetic drugs. In dairy cattle, today, the indiscriminate use of antibacterial
in treatment, mainly mastitis is a reality. In addition, was observed residue of these
drugs on milk that was available for human consumption, which constitutes a public
health problem. The objective of this work was to evaluate the minimum inhibitory
concentration of copaiba oil on Staphylococcus aureus isolated from the milk of dairy
cows positive for these microorganism. The hypothesis was, diluted or at maximum
concentration, copaiba oil may be able to inhibit the development of the agent causing
mastitis. The antibacterial activity was determined by disk diffusion test, using copaiba oil
at concentrations of 100%, 50%, 25%, 12.5%, 6.25%, 3.12%, 1.56%, 0.78%, 0.39% and
0.19%. It was found that the copaiba oil showed antimicrobial activity at concentrations
ranging 100% to 3.12%, and the increase in oil concentration increasing the inhibition
halo. Conclude that the power bacterial inhibition of copaiba oil on Staphylococcus
aureus, which causes subclinical mastitis in dairy cows, exists and is dependent on the
dilution.

KEYWORDS: alternative therapy, disk diffusiontest, medicinal oil, milk, phytotherapeutic.

11 INTRODUCAO

Atualmente, aproximadamente 820 milhGes de toneladas de leite s&o produzidas
por ano no mundo. No Brasil, entre 2005 e 2016, houve crescimento de 138% nas
vendas de leite UHT e 509% de queijos (EMBRAPA, 2019)

A mastite bovina é a inflamacg&o sob os tecidos devido ao dano fisiolégico, a
irritacdo quimica ou a infec¢&o, considerada prevalente e onerosa a industria leiteira.
A patologia pode ser classificada em clinica e subclinica, com presenca de sintomas
inflamatorios e auséncia dos mesmos, respectivamente. O Staphylococcus aureus €
considerado, mundialmente, como o principal agente etiol6gico da mastite infecciosa e
pode expressar genes de resisténcia antimicrobiana dificultando o controle da mesma;
contribuindo na diminuicdo da producédo de leite, na alteragdo da composicéo e na
baixa qualidade (FONSECA e SANTOS, 2000; ZECCONI e HAHN, 2000; GOMES e
HENRIQUES, 2015; LANGE et al., 2017; BIANCHI et al., 2019; CRUZADO-BRAVO et
al., 2019; PUMIPUNTU, 2019; ASHRAF E IMRAN, 2020; MONISTERO et al., 2020).
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Além do impacto econdmico a pecuaria leiteira, a presenca da mastite bovina
infecciosa coloca em risco a populacdo consumidora de leite e derivados lacteos
contaminados com patdégenos humanos. No Brasil, s&o comuns casos de doencas
veiculadas ao leite contaminado, sendo de importancia a Saude Publica.(LANGONI
2013, CALEFFE e LANGONI, 2015, BAGGIO e MONTANHINI, 2017). Para Jamas
et al. (2018), a qualidade do leite € amplamente estudada e caracteriza-se por ser
multifatorial, com a dependéncia de fatores intrinsecos e extrinsecos ao animal.

Na alopatia, antimicrobianos sdo as principais substédncias empregadas
para tratar a mastite e, associado ao fato do uso indiscriminado, a resisténcia dos
microrganismos é crescente. Portanto, 0 emprego isolado ou associado de plantas
medicinais no tratamento de doencas pode ser estratégico e, também, para melhorar
os resultados clinicos na pratica (BEZERRA et al., 2009; DANTAS et al, 2010; GOMES
e HENRIQUES, 2015).

Cada vez mais as plantas medicinais tém se destacado no tratamento da
saude, especialmente, para as populacbes mais carentes e seus rebanhos. O uso
de determinadas espécies vegetais com propriedades antimicrobianas tem crescido,
principalmente, devido aos grandes problemas associados aos antibiéticos, como
as reacoes de hipersensibilidade e a resisténcia microbiana. Assim, a utilizacéo das
plantas medicinais, € cada vez mais estudada como forma de terapia alternativa aos
medicamentos sintéticos(LIMA, 2001; HANSEL et al., 2002; HEYMAN et al., 2009).
Diversos estudos com plantas medicinais demonstraram atividades antimicrobianas
contra Staphylococcus aureus (CUTRO et al., 2019; OKWU et al.; 2019; SALEHA et
al., 2019; MANILAL et al., 2020).

Estudos farmacologicos utilizando o 6leo de copaiba mostram que o seu uso
vem demonstrando grande atividade anti-inflamatéria, cicatrizante, antitumoral e
bactericida (MACIEL et al., 2002). A atividade antimicrobiana do 6leo de copaiba, na
forma de oleorresina e essencial foram verificadas sobre 55 microrganismos isolados de
amostras de leite de vacas diagnosticadas com mastite subclinica. Observou-se que a
oleorresina apresentou boa atividade antimicrobiana em amostras com Staphylococcus
coagulase positivo, Staphylococcus coagulase negativo, Streptococcus do grupo C, F,
G e Corynebacterium spp. Os autores concluiram que frente as bactérias isoladas, a
oleorresina apresentou melhor atividade antimicrobiana do que o Oleo essencial de
Copaifera spp. (SOARES et al., 2003). Sendo assim pode-se ressaltar o potencial que
o 6leo de copaiba apresenta em atividades antimicrobianas significativas para homens
e animais (PACKER e LUZ, 2017).

Neste contexto, o trabalho objetivou determinar o efeito da concentragcdo do
Oleo de copaiba (Copaifera langsdorffii Desf.) na inibicado do desenvolvimento do
Staphylococcus aureus, importante agente causador da mastite subclinica em bovinos
leiteiros em ambito nacional.
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2| MATERIAL E METODOS

Utilizaram-se 50 vacas leiteiras lactantes, para a deteccéo da mastite subclinica
e coleta de amostras de leite, para o isolamento do Staphylococcus aureus. Na coleta
das amostras do leite, os tetos foram higienizados através de imersdo em solugéo
antisséptica de alcool iodado (5%), decorridos 30 segundos, 0 excesso de antisséptico
foi removido com alcool 70% e seco com papel toalha. Apos a higienizagao seguiu-se o
teste da caneca telada e o California Mastitis Test (CMT) (SCHALM e NOORLANDER,
1957) para a deteccéo da mastite. Dentre as 50 vacas, 10 foram consideradas casos
positivos para mastite subclinica e utilizadas na amostragem.

Coletaram-se 10 mL de leite dos tetos positivos ao CMT, em frascos estéreis de
25 mL, abertos apenas no momento da coleta e fechados em seguida. As amostras
foram levadas sob refrigeracéo em caixa isotérmica ao laboratorio para realizacéo dos
testes microbioldgicos.

Na analise de identificacdo e caracterizacéo do Staphylococcus, 25mL da amostra
foram homogeneizados em 225 mL de solucéo salina peptonada 0,1% (diluicao 1/10).
A partir desta diluicéo inicial, foram preparadas mais duas diluicbes decimais (102 e
103), utilizando-se o0 mesmo diluente.

Na identificacdo do Staphylococcus foi utilizada a metodologia descrita por
Lancette e Bennett (2001), onde placas de Petri contendo agar Baird-Parker (BP)
suplementado com telurito de potassio e solucdo de gema de ovo receberam as
amostras adequadamente homogeneizadas e diluidas. A partir de cada diluicao, um
volume de 0,1mL foi colocado sobre o agar e espalhada com auxilio de uma alga
de Drigalski. Em seguida, as placas foram incubadas a 35°C por 24 horas. Apos a
incubacao, foi realizada a contagem das colbnias caracteristicas, que apresentaram
cor negra e halo. Destas, até trés colbnias foram repassadas para tubos com caldo
BHI e incubadas por 24 horas a 35°C para continuacédo dos testes bioquimicos e
confirmacao da espécie Staphylococcus aureus (catalase, coagulase, DNase, manitol
e coloracao de Gram).

Apos andlise macroscopica foi realizada a bacterioscopia utilizando a coloracéo
de Gram para confirmar as caracteristicas morfotintoriais e se em caso de suspeita
de Staphylococcus aureus, a identificacdo ocorreu por provas bioquimicas (Figura 1).

Com uma algca bacteriolégica foram coletadas as colonias suspeitas para
Staphylococcus ssp e dispersadas em uma lamina de vidro, colocou-se sobre o
esfregaco uma gota de peroxido de hidrogénio a 3% onde se observou a formacgéo
de bolhas (Teste da catalase), confirmando a positividade para Staphylococcus
sp.(ANVISA, 2004).

ApoOs o teste da catalase em laminas, foram feitas provas da coagulase em tubos.
Depositou-se 0,1 mL de caldo BHI, onde havia amostras de col6nias suspeitas para
Staphylococcus em um tubo de ensaio contendo 0,5 mL de plasma humano e incubou-

Producao e Controle de Produtos Naturais 2 Capitulo 1




se por 12 horas a 35°C em banho-maria. Apds analise, observou-se formacao de
coagulo, sendo um indicativo para positividade do Staphylococcus aureus (ANVISA,
2008).

Otestede DNasefoiusadoparadetectaradegradacaodo acidodesoxirribonucleico
(DNA), contido no meio de cultura, isto ocorre apenas por bactérias que possuem
uma enzima extracelular, a desoxirribonuclease, responsavel por esta reacéo. Ao
meio DNase foi adicionado azul de ortotoluidina na concentragao de 0,1%; inoculou-se
amostras de caldo BHI contendo coldnias suspeitas de Staphylococcus e incubou-se
as placas a 35°C por 24 horas. Apo6s a incubacéo observou-se a formacéo de um halo
transparente, identificando a presenca de Staphylococcus aureus (BAIRD-PARKER,
1962).

A confirmacé&o do agente causador isolado foi realizada pelo teste de crescimento
em agar sal manitol, visto que o Staphylococcus aureus tem a capacidade de fermentar
o MSA (Teste do crescimento em agar sal manitol) em meio contendo 7,5% de cloreto
de sédio, produzindo assim colénias grandes e rodeadas de uma zona amarela.
Estafilococos patogénicos, como S. aureus, crescem bem em ambiente rico em sal,
virando o MSA para o amarelo mediante liberacao de acido (BAIRD-PARKER, 1962).
ApOs a incubagao por 24 horas a 35°C, observou-se a positividade para bactéria do
género Staphylococcus aureus. (Figura 2).

Figura 2: A formacao de halo amarelo ao redor das Figura 1: Resultado do teste de coloragdo de
colénias indica presencga do S. aureus, devido a Gram (coloracao roxa/azulada), com a presenca
capacidade de fermentar o manitol contendo 7,5%  de colbénias de bactérias Gram positivas dispostos

de cloreto de sbdio. em grupos em forma de “cachos de uvas”, visto ao
microscopio (100x).
Fonte: Santana (2019) Fonte: Santana (2019)

ApOs analise de todas as provas bioquimicas e confirmacéo do agente causador
da mastite bovina (colbnia positiva para Staphylococcus aureus), procedeu-se 0
teste de Disco-difusdo para anélise do potencial antimicrobiano do 6leo de copaiba
(Copaifera langsdorffii Desf.).

Dada a confirmagdo microbiologica para bactérias Staphylococcus aureus,
retiradas das amostras de leite, utilizou-se a cepa da bactéria em questao e aplicou-
se a técnica de disco-difusdo em agar Mueller-Hinton (OSTROSKY et al., 2008) para
avaliar a atividade antimicrobiana do 6leo extraido da copaiba (Copaifera langsdorffii
Desf.).
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O teste disco-difusao foi realizado em Agar Mueller-Hinton, com aliquotas de
10pL do Oleo de copaiba (Copaifera langsdorffii Desf.) puro e de suas diluicbes
consecutivas (1+1) utilizando como diluente dimetilsulféxido (DMSO), obtendo as
concentracdes de 100%, 50%, 25%, 12,5%, 6,25%, 3,12%, 1,56%, 0,78%, 0,39% e
0,19% do 6leo (volume/volume). O preparo dos discos de papel absorvente seguiu
a técnica descrita pela Farmacopeia Brasileira (1988), na qual utilizou-se discos de
papeis secos e estéreis, medindo 11mm de diametro.

As diferentes concentracbes preparadas com Oleo de copaiba (Copaifera
langsdorffii Desf.) foram impregnadas nos disco por saturacédo em agar Mueller-Hinton
(FARMACOPEIA BRASILEIRA, 1988) fundido com a cepa de Staphylococcus aureus.
Os discos foram colocados nas placas, manualmente com o auxilio de pingas estéreis
e incubadas a 35°C por 24 horas. Para cada diluicao foram utilizadas 10 placas e em
cada placa dois discos saturados totalizando 20 leituras de halo para cada dilui¢éo.
Como controle positivo utilizou-se o antibiético cloranfenicol (CLO), 10ug/disco. Apos
o tempo de incubagédo os didametros dos halos foram medidos com um paquimetro,
sendo considerados suscetiveis, os halos com didmetro igual ou acima de 10 mm.

Os dados foram analisados em um delineamento inteiramente casualizado
composto por 8 tratamentos (7 concentragdes de 6leo de copaiba e um tratamento
controle com cloranfenicol) os tratamentos 0,78%, 0,39% e 0,19% foram suprimidos
da andlise estatistica por ndo promoverem a formacdo de halo, ou seja, nao
apresentaram atividade inibitoria no crescimento do Staphylococcus aureus. Os dados
foram analisados inicialmente com relagcédo a distribuicdo normal dos erros, sendo 0s
dados outlier retirados e a homogeneidade de variancias. Como as variancias foram
heterogéneas os dados foram transformados em VX, procedendo-se a analise de
variancia (ANOVA) e a comparacéo de médias entre os tratamentos comparadas pelo
teste de Tukey, com p<0,05.

Como houve efeito de tratamento, os resultados obtidos foram submetidos a
andlise de regresséo linear entre didmetro do halo e a concentragéo de 6leo de copaiba
sendo as concentracdes de 0,78%, 0,39% e 0,19%, do 6leo de copaiba excluidas do
modelo.

31 RESULTADOS E DISCUSSAO

A aplicacdo do Oleo de copaiba nos discos promoveu inibicdo do crescimento
microbiano, uma vez que foi verificada diferenca significativa (P<0,05) entre as médias
dos diametros dos halos observados para bactéria avaliada (Tabela 1). De acordo
com os resultados, quanto maior a concentracéo do 6leo aplicado, maior foi o halo
de inibicdo obtido, com diferenca significativa entre eles. Deve ser ressaltado que
nas diluicbes de 0,78%, 0,39% e 0,19% do 6leo ndo houve inibicdo do crescimento
bacteriano (sem formacgao aparente do halo).

O cloranfenicol, utilizado como controle positivo no teste de disco-difusdao € um
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antibiotico da classe dos anfenicois, com propriedade bacteriostatica, interfere na
sintese proteica bacteriana e apresentou maior halo de inibicdo do crescimento do S.
aureus, comparado as demais concentracdes avaliadas (P<0,05).

Diametro do halo de inibicao (mm) e desvio

Tratamentos padrio

Cloranfenicol * 25,99 (+0,0243) A
100% 14,55 (x0,0114) B
50% 12,32 (x0,0117) C
25% 10,36 (+0,0150) D
12,5% 9,21 (+0,0095) E
6,25% 8,71 (x0,0105) F
3,12% 7,01 (20,0111) G
1,56% 6,06 (+0,0445) H

Tabela 1: Atividade antimicrobiana pelo método de difusao de placas do 6leo de copaiba sobre
o Staphylococcus aureus em fungao das concentragdes avaliadas.

Médias seguidas pela mesma letra na coluna diferem entre si pelo teste de Tukey (p<0,05)

*10 ug/disco (antimicrobiano sintético, controle positivo)

Considerando-se a classificacdo da acao de extratos e o consequente tamanho
dos halos, proposta por Alves et al., (2000), considera-se como inativo aquele que
produz um halo menor que 9 mm; 9 a 12 mm indicam extratos ativos, e aqueles halos
de 13 a 18 mm, ou maiores, correspondem a extratos muito ativos. Desta forma o
Oleo de copaiba pode ser considerado muito ativo frente a inibicdo do crescimento
microbiano na sua forma pura ou 100%.

Resultado de atividade antimicrobiana semelhante a este estudo foi demonstrado,
sendo que a concentragcao de 25% do 6leo de copaiba em dimetilsulfoxido (DMSO) foi
observado halo com inibicao de crescimento bacteriano em meio de cultura Mueller-
Hinton em teste de difusdo em discos, com média de 10mm para 0 mesmo patdégeno
(MENDONCA e ONOFRE, 2009). De acordo com os autores, foi possivel verificar que
o halo de inibi¢cao foi de 13mm com o uso do 6leo puro (100%), diminuindo para 11, 10,
9, 7e 7mm, nas concentracdes de 50, 25, 12,5,6,25 e 3,12%, respectivamente.

Foram observados resultados negativos quando o éleo de copaiba foi pesquisado
guanto a sua acao antimicrobiana frente aos microrganismos Staphylococcus aureus,
Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa e Candida albicans. No estudo, utilizaram
metodologia diferente a utilizada neste trabalho, em agar com orificio e observaram o
crescimento dos microrganismos avaliados (PACKER e LUZ, 2007).

Em outro trabalho de pesquisa, foi demonstrado que o oleorresina obtido de
Copaifera langsdorffii apresenta atividade antimicrobiana contra bactérias Gram-
positivas (GILBERT et al., 2002).

De acordo com estudos antimicrobianos in vitro que utilizaram o 6leo de copaiba




no combate as bactérias (MASSON et al., 2013), mostraram atividades antimicrobianas
com o Oleo de copaiba sobre os microrganismos orais S. mutans, S. salivarius, S.
pyogenese, E. faecalis. Os halos de inibicdo foram maiores que os obtidos com o
controle positivo a clorexidina, confirmando a agéo inibitéria microbiana.

Segundo autores (ARFA et al., 2006; BURT, 2004; ULTEE et al., 2002; XU et al.,
2008) a atividade antimicrobiana pode ser devido ao efeito do 6leo sobre a membrana
citoplasmatica, especialmente, as proteinas da membrana; alteracdo no transporte
ativo em nivel de membrana, interrompendo a forca motriz de prétons e do fluxo de
elétrons, e, também, pela coagulacdo dos conteudos celulares. Pesquisa sobre a
atividade antimicrobiana do 6leo de copaiba brasileiro obtido de diferentes espécies
do género Copaifera (Copaifera martii, Copaifera officinalis e Copaifera reticulata)
identificou, sob a analise de microscopia eletrénica, que o microrganismo S. Aureus
tratado com o 6leo de copaiba apresentou danos e rompimento da membrana da célula,
resultando em alteracées morfoldgicas, liberacdo de componentes citoplasmaticos e
reducao no volume celular (SANTOS et al., 2008).

A atividade antimicrobiana do 6leo de copaiba de acordo com Leandro et al. (2012)
nao pode ser atribuida a um Gnico componente, pois as caracteristicas farmacologicas
podem ser atribuidas aos diferentes compostos, que de forma sinérgica atuam na
atividade antimicrobiana. O B-cariofileno, que € um dos principais constituintes
bioativos encontrados no 6leo-resina de copaiba € um sesquiterpeno cuja composicéao
perfaz 99,47% dos componentes do 6leo e apresenta propriedades medicinais (anti-
inflamatérias e antifingicas) (GALUCIO et al., 2016).

No presente estudo foi possivel observar, também, pela anéalise de regressao
com modelo quadratico, relacao entre os niveis crescentes do 6leo de Copaiba e o
tamanho do halo representativo da inibicao do crescimento do Staphylococcus aureus
(Y =6,777+0,1618x —0,000849x"2), cujo modelo explica 95,37%. Neste caso, quanto
maior a concentracdo do Oleo aplicado, maior foi o halo de inibicdo formado para a
inibicdo do crescimento, até atingir o ponto de inflexao, que foi para 100% do 6leo para
S. aureus. Portanto, é possivel estimar a concentragdo mais eficiente contra a bactéria
avaliada (Figura 3).
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Figura 3: Halos de inibicdo antimicrobiana (mm) em fun¢éo das dilui¢des do 6leo de copaiba.

De acordo com os resultados obtidos no presente trabalho, existe a possibilidade
de tratamento de infec¢des subclinicas por S. aureus com o 6leo de Copaiba e esta
deve ser avaliada, inclusive in vivo, como uma alternativa aos antibiéticos para o
tratamento da mastite, garantindo assim, que ndo ocorram complica¢des infecciosas
em virtude do crescimento ou proliferacdo microbiana, e o agravamento do quadro da
doenca, gerando a diminuigcdo na producéo leiteira dos animais.

4 | CONCLUSOES

Verificou-se que o 6leo de Copaiba apresenta efeito inibidor de crescimento
quando testado in vitro, frente ao Staphylococcus aureus. Constata-se, através desse
estudo, a correlacédo na diminuicdo do halo de inibicdo antimicrobiano com o0 aumento
da diluicdo do extrato, necessitando de ensaios bioldgicos in vivo para que no futuro
possa ser uma alternativa terapéutica no controle de mastite bovina.
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