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APRESENTACAO

Dando continuidade a obra “Comunicacgéo cientifica e técnica em medicina” mais
uma vez focaremos 0s nossos esforcos em apresentar ao nosso leitor produgéo cientifica
de qualidade relacionada as atualidades e novas abordagens aplicadas na medicina. O
principio desta obra se fundamentou no fato de que o avango do conhecimento sempre
esta relacionado com o avanc¢o das tecnologias de pesquisa e novas plataformas de
bases de dados académicos, deste modo, objetivamos na sequencia desta obra com os
novos volumes aprofundar o conhecimento nas diversas técnicas de estudo do campo
médico e da saude. E fato que a disponibilizacdo destes dados através de uma literatura,
rigorosamente avaliada, evidencia a importancia de uma comunicacdo so6lida com dados
relevantes na area médica.

O periodo atual, em que a pesquisa aplicada a saude recebeu todos os holofotes,
demonstra o quéo valioso é o trabalho dos docentes e académicos aqui publicados. A
ciéncia vive um periodo em que o conhecimentos tradicional aliado as novas possibilidades
tecnologicas, possibilitam a difusdo de novos conceitos, embasando assim a importancia
da titulo dessa obra, haja vista que um determinado dado cientifico para ser reproduzido
precisa também ser muito bem embasado metodologicamente. Portanto, esta obra,
compreende uma comunicacdo de dados muito bem elaborados e descritos das diversas
areas da medicina, com énfase em conceitos tais como assisténcia farmacéutica, pediatria,
farmacotécnica, mama, matriz dérmica, cirurgia, ponto de safena, doenca inflamatéria
intestinal, assisténcia de enfermagem, salde do homem, doengas cardiovasculares,
Alzheimer, alteragbes biopsicossociais, educag¢do sexual, medicamentos, hipertenséo,
arterial, dialise renal, préaticas interdisciplinares, tecnologia em saude, diabetes mellitus,
cuidado pré-natal, disfuncdo erétil, hemodindmica, anatomopatologia, dentre outros
diversos temas relevantes.

Deste modo a obra “Comunicacgéo cientifica e técnica em medicina — volume 4”
pretende dar continuidade a obra ja iniciada pela Atena Editora, apresentando ao leitor uma
teoria bem fundamentada desenvolvida em diversas partes do territorio nacional de maneira
concisa e didatica. A divulgacao cientifica € fundamental para o desenvolvimento e avanco
da pesquisa basica em nosso pais, por isso parabenizamos a estrutura da Atena Editora
pela continuidade do trabalho e por oferecer uma plataforma consolidada e confiavel para
estes pesquisadores divulguem seus resultados.

Mais uma vez desejo a todos uma excelente leitura!

Benedito Rodrigues da Silva Neto
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RESUMO: Os estudos de Faria (2014) afirmam
que, em relacdo ao efeito antimicrobiano do
6leo de copaiba, as pesquisas realizadas
demonstram capacidade de inibir o crescimento
de bactérias Gram negativas e Gram positivas
como Eschechia coli, Pseudomonas aeruginosa
e Staphylococcus aureus. Assim, Analisou-se
o perfil cromatografico dos Oleos resinas por
CG-MS; Verificou-se a acao inibitéria do 6leo
resina de espécies Copaiferas sobre as cepas
K. Pneumoniane e C. albicans. Os testes de
atividade antimicrobiana foram realizados com
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duas cepas: uma bacteriana a K. pneumoniae ATCC e uma fungica a C. albicans ATCC.
Os resultados positivos do 6leo frente ao fungo da candida, em todas as cinco repeticbes
as mesmas tiveram acao inibitoria, pois nas concentragées de 2000 e 1000 pg.mL" nédo
houve crescimento, fato este observado pela auséncia da coloragéo do revelador tetrazoélio.
Segundo Tobouti et al., (2017) o Oleo de copaiba da espécie C. langsdorffii apresentou
inibicdo do fungo Candida albicans em concentragdes inibitérias de 170ug/mL e 1360ug/
mL, respectivamente. Seguindo o protocolo, o meio de cultivo utilizado para a bactéria foi o
TSA. O Oleo-resina extraido apresentou em sua composigao quimica, o marcador do 6leo de
copaiba (Caryophyllene), esta, responsavel por realizar efeitos cujo afeta a proliferacdo de
bactérias e fungos (VEIGA, 2002).

PALAVRAS-CHAVE: Produtos Naturais, Antimicrobiano, Fitoterapico.

EVALUATION OF THE POTENTIAL ANTIMICROBIAL OF COPAIFERA MATRIX
OIL, FRONT AS K. PNEUMONIANE C. ALBICANS

ABSTRACT: The studies by Faria (2014) state that, in relation to the antimicrobial effect
of copaiba oil, the research carried out shows the ability to inhibit the growth of Gram
negative and Gram positive bacteria such as Eschechia coli, Pseudomonas aeruginosa and
Staphylococcus aureus. Thus, the chromatographic profile of resin oils was analyzed by
CG-MS; The inhibitory action of the resin oil of Copaiferas species on the K. Pneumoniane
and C. albicans strains was verified. The tests for antimicrobial activity were performed with
two strains: one bacterial to K. pneumoniae ATCC and one fungal to C. albicans ATCC. The
positive results of the oil against the fungus of candida, in all five repetitions, they had an
inhibitory action, since in the concentrations of 2000 and 1000 pg.mL-1 there was no growth,
a fact observed by the absence of the tetrazolium developer color. According to Tobouti et al.,
(2017) the copaiba oil of the species C. langsdorffii showed inhibition of the fungus Candida
albicans at inhibitory concentrations of 170ug / mL and 1360ug / mL, respectively. Following
the protocol, the culture medium used for the bacterium was TSA. The extracted oil-resin
presented in its chemical composition, the copaiba oil marker (Caryophyllene), which is
responsible for carrying out effects that affect the proliferation of bacteria and fungi (VEIGA,
2002).

KEYWORDS: Natural Products, Antimicrobial, Phytotherapic.

11 INTRODUGAO

O 6leo das copaibeiras é liquido transparente de viscosidade variavel, apresenta
uma coloragéo que pode alternar do amarelo até o marrom, contém sabor descrito como
acre e amargo apresentando também cheiro caracteristico forte, este mesmo é um
produto de excrecao da arvore e age como defesa contra os animais, fungos e bactérias,
além disso, este mecanismo regula o metabolismo do vegetal (FARIA 2014). Estudos
fitoquimicos apontam que os Oleos-resinas das copaibeiras apresentam misturas de
diterpenos e sesquiterpenos, tendo como principais componentes do 6leo o acido copalico

e os sesquiterpenos B-cariofileno e a-copaeno, tornando o produto rico em compostos
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ativos sendo importante estimular a extracdo e producdo sustentavel, devido grande
maioria do 6leo ser obtida por meio de uma extrag@o ecologicamente incorreta acarretando
na danificagéo da arvore que pode leva-la a morte (HECK et al, 2012).

Os estudos de Faria (2014) afirmam que, em relagéo ao efeito antimicrobiano do 6leo
de copaiba, as pesquisas realizadas demonstram capacidade de inibir o crescimento de
bactérias Gram negativas e Gram positivas como Eschechia coli, Pseudomonas aeruginosa
e Staphylococcus aureus. Relacionado ao efeito antifingico frente as espécies Aspergillus
flavus e Candida parapsilois, os estudos realizados por Deus (2011) demonstram a eficiéncia
do o6leo essencial comparado ao 6leo-resina da espécie Copaifera multijuga Haybe, onde
0S mesmos sugerem que 0s responsaveis pela atividade antifungica sejam os seguintes
compostos: B-cariofileno, a-copaeno, trans-a-bergamoteno, a-humuleno, y-muuroleno e -
bisaboleno.

A elucidagdo dos mecanismos e componentes ativos presentes nas plantas, sao
um dos maiores desafios para a bioquimica, a quimica farmacéutica e a farmacologia,
por causa dos inUmeros constituintes e seus extratos quando testados apresentam efeitos
sinérgicos dentre os variados principios ativos, isto ocorre devido a presengca de compostos
de estruturas ou classes diferentes que contribuem para a mesma atividade (SIGNORI,
2015).

De acordo com os levantamentos bibliograficos, no Brasil, existe uma caréncia
de dados cientificos referentes ao mecanismo de ac¢des antimicrobiana proveniente de
matrizes naturais, entretanto, pode-se encontrar diversos estudos relatando a atividade
antibacteriana, antifungica e antiviral. Dentre as técnicas utilizadas para que seja feita
a determinacdo da composicdo quimica de determinada matriz, destaca-se o uso da
cromatografia gasosa e liquida. Neste trabalho serd utilizada a cromatografia gasosa
acoplada a espectrometria de massas (GC-MS), para determinar o perfil cromatografico
dos dleos de copaiba com a finalidade de obter informacgbes quantitativas e qualitativas a
respeito dos compostos volateis presentes de maneira confiavel. Desta forma a pesquisa
tem objetivo analisar a atividade antimicrobiana do Oleo resina extraido da &rvore de
copaiba, a partir da utilizagdo das cepas k. Pneumoniane- ATCC — 70063 e C. albicans —
ATCC.

21 METODOLOGIA

2.1 Coleta da Amostra

A amostra do 6leo-resina de Copaifera foi coletada na proximidade do municipio de
Maraba-PA, em julho de 2017, na fazenda Cedro, utilizando os critérios de selecéo:

. Arvores intactas, ou seja, sem ocorréncia de perfuracdes anteriores para extra-
¢éo do bleo-resina;
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+  Antes da coleta foi observado se havia a existéncia de deformagbes na casca
da arvore, o tipo de solo em que a arvore se encontrava como também, se tinha
infestacao por cupins.

2.2 Extracéao do 6leo-resina

para obtenc¢éo do 6leo, foi usado trado manual de 7/8 polegadas de didametro e 1,0
metro de comprimento. A arvore foi perfurada a altura de 1 metro do chéo (20 a 50 cm
de profundidade no tronco, de acordo com seu didmetro), com pequeno declive para o
escoamento do 6leo. Um tubo de PVC 3 polegadas foi colocado bem ajustado no orificio,
e no outro extremo do tubo foi colocado frasco de vidro &mbar de 1 litro. Apds a colheita o
furo foi tampado com uma espécie de rolha de madeira, pois este método preserva a arvore
para futuras colheitas e é ecologicamente correto.

2.3 Microrganismos

Os testes de atividade antimicrobiana foram realizados com duas cepas: uma
bacteriana a K. pneumoniae- ATCC — 70063 (Gram- positiva) e uma fungica a C. albicans
— ATCC. As referidas cepas foram obtidas mediante solicitacdo a Fundacéo Osvaldo Cruz
(Rio de Janeiro - RJ). As cepas liofilizadas foram suspensas em meios de cultura indicado
pelo Instituto Nacional de Controle de Qualidade em Saude (INCQS). Utilizando-se a
metodologia de suspensédo em armazenamento preconizada por aquele instituto. As cepas
foram armazenadas no laboratério de genética —Departamento de Biologia Molecular/CCB
da Universidade Federal do Para (UFPA). Repiques das cepas foram cedidos ao grupo de
pesquisa em Quimica de Produtos Naturais da Faculdade de Quimica da Universidade do
Federal do Sul e Sudeste do Para (Unifesspa), ao qual os mesmos disponibilizaram para
as analises microbioldgicas.

2.4 Controles

O Cloridrato de Ciprofloxacino (Prati donaduzzi®) foi utilizado como controle positivo
no teste de concentracdo inibitéria minima para a cepa bacteriana. E para o controle
positivo da levedura o antifngico utilizado foi o Fluconazol (Isofarma®).

2.5 Ensaios Biolégicos

Para verificar a presenca de atividade do 6leo de copaiba frente aos microrganismos
escolhidos, foram realizados testes quantitativos baseados nas normas do protocolo
M27-A2 do The National Committee for Clinical Laboratory Standards (NCCLS, 2003) e o
M7-A7 do Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI, 2006), seguidos de algumas
alteracoes.

Os testes foram realizados em caldo lactosado contido em microplacas de 96
pocos. O Oleo resina de copaiba foi aplicado nos pocgos, seguindo a técnica de diluicdo
seriada, para concentragdes de 2000, 1000, 500, 250, 125, 62,5 yg.mL-1. Foram utilizados
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como controle positivo Cloridrato de Ciprofloxacino (Prati donaduzzi®) para a bactéria e
o Fluconazol (Isofarma®) para a levedura, ambos na concentragcdo de 5 mg.mL'. Como
controle negativo usou-se o meio de cultura.

Para esse ensaio foram utilizadas solu¢des bacterianas na concentragdo 2,5 .108
UFC (Unidades Formadoras de col6nia). Os repiques foram realizados em meio Tryptic Soy
Arga (TSA) para a bactéria e para a levedura o Difco™ Potato Dextrose Agar (BDA), ambas
incubadas a 35°C por 24 h.

A leitura das placas foi realizada através da mudanca de cor do revelador cloreto de
2,3,5 —trifenil tetrazolio (TTC), considerando o resultado positivo a auséncia de coloracéo e

negativo na presenca de coloragéo rosa- avermelhada (SANTOS et al., 2010)

31 RESULTADOS E DISCUSSOES

As Copaiferas s@o arvores que apresentam diversas variabilidades quanto a
producdo de Oleo-resina, um mapeamento foi realizado nas proximidades do municipio
de Maraba-PA com finalidade de quantificar o nUmero de copaibeiras produtoras de 6leo-
resina na regido. A coleta de dados da localizagdo das copaibeiras foram realizadas com
auxilio de um GPS. Em cada arvore realizou-se uma perfuracéo, a altura de 1 m a 1,30
m acima do solo com um trado metalico de uma polegada de diametro. O 6leo coletado
foi armazenado em frasco dmbar escuro e posto em refrigeracdo a uma temperatura de
20°C para evitar sua oxidacdo. Dentre as 20 matrizes perfuradas, 10 corresponderam aos
critérios de avalicao descritos no item 4 (as mesmas foram situadas no mapa de acordo
suas respectivas coordenadas) e apenas uma apresentou potencial oleifero (ponto de
coleta 011 do mapa, imagem 1), localizada na fazenda Cedro.

Area de arvores de Copaifera perfuradas

Imagem 1: Mapa referente a demarcagao da area de arvores de copaiba encontradas nas
proximidades do municipio de Maraba-PA.
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Segundo Veiga Jr e Pinto (2002), determinadas espécies ndo exsudam o6leo ou
produzem em pequenas quantidades para coleta (os mateiros denominam de “arvores
macho”), o volume do 6éleo-resina pode ser elevado segundo a influéncia dos fatores
abiodticos como: a diminuicao de nitrogénio no solo e 0 aumento de luminosidade. Monteiro
et al (2012) em sua pesquisa afirma que, o ciclo de reprodugcédo das plantas pode ser
comprometido pela quantidade de nutrientes disponiveis no solo, nos trépicos os fatores
climaticos e as interagbes entre as espécies estdo constantemente associados com a
reproducdo das plantas e a sazonalidade dos eventos vegetativos.

Relacionando aos aspectos biolégicos, o 6leo-resina é um produto secundario e
consequentemente ndo faz parte do metabolismo primario, sendo este um produto de
excrecao ou de desintoxicagdo que age como defesa da arvore contra insetos, fungos e
bactérias (ALENCAR, 1982).

O 6leo das copaibeiras é constituido de duas fracdes de substancias distintas, sdao
formadas por compostos volateis que se solubilizam entre si e corresponde a um percentual
de 90% da massa deste produto, a outra fragdo constitui-se de substancias néo volateis
correspondente a 10% da massa total do 6leo-resina (DEUS et al, 2011). A analise para
identificacdo das substéncias que constituem a fragédo volatil (sesquiterpénica) do Oleo-
resina de copaiba foram realizadas via headspace. Dessa forma, ap6s o termino da corrida
cromatografica foi possivel observar que no intervalo de tempo de retengéo (RT) 32 min a
43 min, apresentou-se uma regido de eluigcéo.

T T T T
' [ & aan [ 708 0 mo o o o

Imagem 2: Perfil cromatografico do 6leo-resina de copaiba coletado.
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Tempo de Retencao Nome
33.00 Cyclohexane
33.380 Cyperene
34.700 Caryophylle
35.795 Funebrene <alpha>
35.945 Alpha-Guaiene
36,795 Humulene <alpha>
37.185 Famesene <(E)-,beta>
38.825 Caryophyllene
39.055 Bicyclo[5.3.0]decane, 2-methylene
39.405 Selinene <alpha>
39.695 Apha Guaiene
40.005 Bisabolene <[Z}-,alpha>
40.355 Bisabolene <beta>
40.545 Curcumene <beta>
41.240 Sesquisabinene
42.415 Bisabolene <alpha>

Tabela 1: substancias identificadas.

A substancia majoritaria identificada foi o Caryophylle, difere-se do Beta-Caryophylle
devido a posicdo do hidrogénio ligante, seguido de B-bisaboleno, outras substancias
também foram encontradas e estéo dispostas na tabela 1. A literatura aponta que os
principais sesquiterpenos encontrados no 6leo de copaiba sdo B-cariofileno, que tém
acao anti-inflamatoria, antibacteriana, antifingica e antiedémica, a b-bisaboleno, com
propriedades descritas como antiinflamatérias e analgésicas, além do a-humuleno, a e
b- selineno, a-bisabolol, b- elemeno, g-cadineno, a-cadinol, entre muitos outros (VEIGA
JUNIOR; PINTO, 2002; PIERI et al, 2009).

As plantas contém inUmeros componentes e seus extratos ao serem testados
apresentam efeitos sinérgicos entre os variados principios ativos gragcas a presenca de
classes e de compostos com estruturas diferentes que contribuem para a mesma atividades.
Ao se referir a composicao quimica das espécies de Copaifera, observa-se em todas a
existéncia de diterpenos como o &cido copalico e de sesquiterpenos, como o -humuleno,
-selineno, -bisaboleno e —cariofileno, sendo o ultimo 6xido efetivo contra fungos (OLIVEIRA
et al, 2006).

O tratamento direcionado as doencas provenientes de fungos € prolongado devido
a dificuldade diagnostica ser maior que as infeccbes causadas por bactérias, sendo assim,
fator limitante do arsenal antimicrobiano contra este tipo de patégeno, a partir disso, a
procura pro antimicrobianos de origem vegetal apresenta potencial em fun¢do das células
vegetais reagirem contra patdogenos e demonstram maior eficiéncia no tratamento de
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infecgdes micoticas e sdo menos toxicos aos pacientes (DEUS et al, 2009).

Biavatti (2006) afirma que, a atividade antimicrobiana empregada por terpenos e
derivados tem estado descrita através de pesquisas envolvendo diversas espécies de
plantas e microrganismos testados. Estudos feitos por Yamaguhi (2012) mostram, que a
capacidade de resisténcia dos microrganismos Gram-negativos como o K. pneumoniae e
fungo C. albicans, tem se tornado importantes alvos de estudos.

41 ENSAIO BIOLOGICO

Os ensaios bioldgicos realizados no laboratério de microbiologia da Universidade
do Estado do Para, tiveram inicio em fevereiro de 2018, com a preparacédo do material
bactericida e fungicida. Com a falta de disponibilidade de alguns materiais o protocolo
sofreu algumas adaptacgdes, dentre elas o meio de cultura para o cultivo do fungo Candida
albicans ATCC e os antibioticos que para o fungo optou-se pelo Fluconazol (Isofarma®).

A alteracdo do meio de cultura teve como finalidade proporcionar um melhor
crescimento do fungo que apresentava dificuldades para se desenvolver vigorosamente
no meio TSA, analisando as condi¢des favoraveis substituiu-se pelo BDA, o qual mostrou
maior eficacia (Imagem 4).

Imagem 3: Cepas da Candida albicans no meio BDA.

Segundo o protocolo original a montagem da placa de Elisa deve ser realizado
com o caldo Mueller Hinton por apresentar nutrientes que favorecem tanto no preparo
das solugdes dos microrganismos quanto na montagem da placa, entretanto devido a ndo
disponibilidade deste material, optou-se pelo caldo BD que néo favoreceu na obtencéo e
observacgéo dos resultados.

Apesar das cinco repeticdes do procedimento, nenhuma apresentou resultados
conclusivos. Esta afirmativa esta ligada diretamente as colorages nao graduais das colunas
na placa de Elisa que deve seguir um padréo de coloragdo segundo a concentragdo do
6leo de copaiba em cada linha nos pogos. A concentragdo varia de 2000, 1000, 500, 250,
125, 62,5 ug.mL™", logo a cor da revelagao aparece nos pogos que apresentaram pouca ou
nenhuma agao, devendo ser incolor nos po¢os que inibiram o crescimento do fungo e nas
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demais concentracdes variar do rosa claro para o rosa escuro.

Destinou-se as duas Ultimas linhas da placa para o controle negativo (com a
presenca do antifungico) e positivo (caldo e fungo apenas); no controle positivo onde
a coloracdo deveria mais intensa em nenhuma das montagens esta caracteristica foi
observada (Imagem 5).

Imagem 4: Placa de Elisa do fungo com o 6leo de copaiba.

As linhas A e B (Imagem 5), apresentaram resultados positivos do 6leo frente ao
fungo da candida, em todas as cinco repeticées as mesmas tiveram acao inibitéria, pois nas
concentragdes de 2000 e 1000 pyg.mL™' ndo houve crescimento, fato este observado pela
auséncia da coloracdo do revelador tetrazolio.

Segundo Tobouti et al., (2017) o 6leo de copaiba da espécie C. langsdorffii
apresentou inibicao do fungo Candida albicans em concentrac¢des inibitorias de 170ug/mL e
1360pg/mL, respectivamente. Embora o 6leo de Copaifera officinalis a 10% nao mostrasse
atividade antifungica, demonstrou-se que inibia. Outra pratica também citada por este autor
€ a demonstracéo da inibicdo da candida usando nanoparticulas lipidicas sélidas contendo
o 6leo de copaiba. A acao inibitéria de acordo com Sousa (2011), esta diretamente ligada
ao principal sesquiterpenos detectado nestas espécies, o beta cariofileno, que age frente
as cepas bacterianas e fungicas por conter agéo antimicrobiana.

Seguindo o protocolo o meio de cultivo utilizado para a bactéria foi o TSA que
apresentou maior eficiéncia no crescimento rigido da Klebsiella pneumoniae ATCC (Imagem
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6). O antibiotico usado foi o Cloridrato de Ciprofloxacino (Prati donaduzzi®) para linha de
controle negativa que apresentou grande efeito sobre a bactéria. Assim como os ensaios
biologicos do fungo, este também né&o apresentou resultados conclusivos pela limitagéo
de materiais disponiveis fazendo apenas duas repeticdes. No primeiro ensaio o antibiotico
cloranfenicol na concentragdo de 5 mg.mL™' ndo apresentou agdo sobre o microrganismo,
no segundo ensaio todos 0s poc¢os apresentaram coloragéo rosa constatando o crescimento
da bactéria, porém no processo de microdiluicdo houve contaminagdo por meio da
manipulagéo inadequada comprometendo os resultados.

Imagem 5: Placa de Elisa da bactéria com o 6leo de copaiba.

Gelmini (2013) em seu trabalho discute a atividade antimicrobiana exercida por
terpenos e seus derivados envolvendo diversas espécies de plantas (dentre elas: copaiba)
e microrganismos testados. Em revisdo sobre um assunto o mesmo cita alguns dos
mecanismos por meio dos quais estes compostos atuam sobre células bacterianas. Por
exemplo: “monoterpenos interferem com a integridade e funcionamento da membrana
celular, através da mudanca de potencial da membrana, perda de material citoplasmatico e
inibicdo da cadeia respiratoria”.

51 CONCLUSAO

O dleo extraido foi submetido a analise cromatogréafica, com o intuito de identificar as
substancias encontradas na composi¢ao quimica do mesmo. Identificou-se 16 substancias,
sendo as majoritarias: Caryophyllene e B-Bisabolene, essas substéncias segundo Pieri
(2012) sao responsaveis por realizar agdes bioldgicas, tais como, acéo anti-inflamatéria,
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antibacteriana, antifungica e antiedémica e propriedades descritas como anti-inflamatorias
e analgésicas, respectivamente.

Logo, o 6leo-resina extraido apresentou em sua composicdo quimica a partir da
andlise cromatografica, o marcador do 6leo de copaiba (Caryophyllene) como substancia
majoritaria, sendo esta, responsavel por realizar efeitos cujo afeta a proliferacao de bactérias
e fungos, ou seja, substancia esta que apresentou potencial de inibicdo antibacteriana e

antifungica.
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