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APRESENTACAO

A obra “Consolidagéo do potencial cientifico e tecnologico das Ciéncias Bioldgicas
— volume 2” que aqui apresentamos, trata-se de mais um trabalho dedicado ao valor dos
estudos cientificos realizados pelo campo promissor das Ciéncias Bioldgicas.

As Ciéncias Biolégicas constituem uma vasta area de conhecimento com
aplicabilidade direta no dia-a-dia da populacdo. O avancgo desta area representa inUmeras
possibilidades no campo do desenvolvimento social, ja que este campo se correlaciona
diretamente com a saude coletiva, educagéo, pesquisa basica e aplicada dentre outros, ja
que a Ciéncias Bioldgicas € a area que tem como objetivo estudar todos os tipos de vida:
flora, fauna, seres humanos e animais, desde a escala atbmica até a taxonomia.

A consolidacdo desta area é ainda fundamental na descoberta de aplicacdes de
organismos na medicina, e seu potencial cientifico no desenvolvimento de medicamentos
e na industria, em areas de fabricagdo de bebidas e de alimentos.

Como principais aspectos teméaticos, abordados neste volume, temos os estudos
sobre aclimatagdo aquatica, biologia experimental, perfil epidemiolégico, acidente
domésticos, plantas medicinais, coagulacéo sanguinea, atividade antimicrobiana, fungos,
mucosa intestinal, cirurgia bariatrica, ensino-aprendizagem, coleta de residuos sélidos,
gestao publica, Sistemas de Informagédo geografica, meio ambiente, politicas publicas,
tecnologia, biodiversidade, inovagéo, fitoterapicos, produtos naturais,

Essa € uma premissa que temos afirmado ao longo das publica¢cdes da Atena
Editora: evidenciar publicagbes desenvolvidas em todo o territério nacional, deste modo,
este e-book da area de Ciéncias Biol6gicas tem como principal objetivo oferecer ao leitor
uma teoria bem fundamentada desenvolvida pelos diversos professores e académicos de
todo o territério nacional, maneira concisa e didatica.

Desejo a todos uma excelente leitura!

Benedito Rodrigues da Silva Neto
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RESUMO: Foi avaliada agdo dos oleos de
Copaifera paupera e Copaifera pubiflora frente
a coagulagdo sanguinea e agdo antimicrobiana
frente a diferentes microrganismos padrbes. As
cepas usadas foram Staphylococcus aureus
e Escherichia coli e a concentragéo inibitoria
minima foi avaliada utilizando discos de papel
embebecidos nas diferentes concentracbes de
cada O6leo. Para a coagulacédo foi utilizado um
pool de plasma citratado e determinados os
tempos de Protrombina (TP) e Tromboplastina
Parcial Ativada (TTPa) usando as mesmas
concentragbes dos Oleos. Nos ensaios
microbiolégicos, ambos os 6leos apresentaram
inibicdo frente as bactérias, sendo os resultados
mais significativos a Copaifera paupera sobre a
Escherichia coli nas concentragbes de 10 e 5
mg/mL, apresentando halos de inibicdo de 28 e
24 mm respectivamente, do 6leo de Copaifera
pubiflora frente a Escherichia coli em todas as
concentragdes, com halos variando entre 26 a
27 mm e frente a Staphyloccocus aureus nas
concentragbes de 0,1, 1,0 e 2,5 mg/mL, com
halos de 20, 19,5 e 19,5 mm respectivamente.
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Copaifera paupera apresentou inibicdo frente a Staphyloccocus aureus, porém menos
significativos, onde as concentra¢des de 10, 5 e 2,5 mg/mL resultaram em valores menores
que areferéncia, apresentando halos de 13,5, 11 e 9 mm respectivamente, e as concentragdes
de 1,0 e 0,1 mg/mL n&o apresentaram inibigdo. Na coagulacao, verificou-se que a Copaifera
paupera prolongou o TP em 2 vezes na concentragdo de 5 mg/mL e prolongou o TTPa em
2,8 vezes também na concentracao de 5 mg/mL. O 6leo de Copaifera pubiflora prolongou o
TP em 2,13 e 1,91 vezes nas concentragdes de 10 e 5 mg/mL, e o TTPa em 3 a 4 vezes nas
concentragdes de 10, 5, e 2,5 mg/mL. Com tudo conclui que ambos os 6leos possuem acéao
antimicrobiana e anticoagulante e podem ser usados em futuros estudos.

PALAVRAS - CHAVE: Copaifera pubiflora. Copaifera paupera. Coagulagdo sanguinea.
Atividade antimicrobiana. Extrato vegetal.

EVALUATION OF ANTICOAGULANT AND ANTIMICROBIAL BIOACTIVITY
OF VEGETABLE OILS EXTRACTED FROM COPAIFERA PAUPERA AND
COPAIFERA PUBIFLORA

ABSTRACT: The antimicrobial activity of Copaifera paupera and Copaifera pubiflora oils
in strains of Staphylococcus aureus and Escherichia coli was evaluated, as well as their
anticoagulant activity in a citrated plasma pool. Strains of Staphylococcus aureus and
Escherichia coli were used and the Minimal Inhibitory Concentration was determined using
paper discs embedded in different concentrations of oil. For the coagulation assays a citrated
plasma pool was used and the Prothrombin (TP) and Activated Partial Thromboplastin (TTPa)
times were determined using different concentrations of the oils. In the microbiological tests,
both oils showed inhibition against the bacteria, with the most significant results being Copaifera
paupera activity on Escherichia coli at concentrations of 10 and 5 mg/mL, with inhibition halos
of 28 and 24 mm respectively, followed by Copaifera pubiflora against Escherichia coli at all
concentrations, with halos ranging from 26 to 27 mm and against Staphyloccocus aureus at
concentrations of 0.1, 1.0 and 2.5 mg/mL, with halos of 20,19.5 and 19.5 mm respectively.
Copaifera paupera showed inhibition against Staphyloccocus aureus, but the results were
less significant, since the concentrations of 10, 5 and 2.5 mg/mL resulted in lower values
than the reference, presenting halos of 13.5, 11 and 9 mm respectively, and concentrations of
1.0 and 0.1 mg/mL showed no inhibition. In the coagulation assays, Copaifera paupera was
shown to prolong TP 2 fold at 5 mg/mL concentration and prolong TTPa by 2.8 fold at 5 mg/ml.
Copaifera pubiflora prolonged TP 2.13 and 1.91 times at concentrations of 10 and 5 mg/mL,
and TTPa 3 to 4 times at concentrations of 10, 5, and 2.5 mg/mL. It was observed that both
oils have antimicrobial and anticoagulant activity and can be used in future studies.
KEYWORDS: Copaifera publifora. Copaifera paupera. Blood coagulation. Antimicrobial
activity. Plant extract.

11 INTRODUGAO

As plantas sao reconhecidas como excelentes fontes de compostos que podem atuar
em uma diversidade de reagdes bioldgicas, podendo contribuir em processos bioquimicos
envolvidos na hemostasia. (BALUNAS, KINGHORN, 2005).

Plantas medicinais da regido do Norte do Brasil s&o amplamente utilizadas na
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medicina popular pelas comunidades. Todavia pouco se sabe sobre os principios ativos
responsaveis pelos efeitos fitoterapicos do 6leo de Copaiba utilizadas para o tratamento da
inflamacgé@o ou também na coagulagéo. (MACIEL et al., 2002)

Os mecanismos de equilibrio funcional da hemostasia destinam-se a regular o
fluxo sanguineo, evitando a ativagdo excessiva da coagulagdo que pode levar a ocluséo
vascular e trombose, sendo as desordens vasculares, incluindo infarto do miocardio,
acidente vascular cerebral e tromboembolismo arterial e venoso, as principais causas de
mortalidade em sociedades ocidentais. (ZAGO et al., 2005; ZEE et al., 2008)

Staphylococcus aureus (S. aureus) € um microrganismo Gram positivo de grande
importancia clinica, responsavel por diversos processos infecciosos, como sepse,
endocardite, pneumonia, meningite e sindrome do choque toxico. Esse microrganismo
é altamente versatil, apresentando cepas resistentes a grande maioria das terapias
disponiveis atualmente. (SANTOS et al. 2007).

Outro microrganismo de importancia clinica &€ Escherichia coli (E. coli), bactéria
Gram negativa responsavel por surtos de diarreia, podendo evoluir para infec¢des do trato
urinario, meningite, colite hemorragica e sindrome hemolitica-urémica. (MITTELSTAEDT,
CARVALHO, 2006)

Até o momento, nenhum farmaco utilizado na terapia de prevencdo de trombose
arterial é suficientemente potente, seguro e ativo, apresentando limitagdes, que incluem:
eficacia moderada, risco significativo de hemorragias, irritacdo gastrica, resisténcia ao
farmaco ou a via de administragéo exclusivamente parenteral. Assim como ha a necessidade
da descoberta de novas terapias anticoagulantes, hd a necessidade de novos agentes
antimicrobianos, o que levou ao interesse em novas opg¢des terapéuticas, principalmente
de formas naturais, que sdo abundantes na regido amazdnica e centro-oeste. Estudos
recentes indicam que essas espécies sédo fontes promissoras de compostos com diversas
atividades bioldgicas, como antimicrobianos, antioxidantes, anticoagulantes, entre outros.
(HAMILTON, 2009; BASILE et al., 1988)

Dentre todas as plantas medicinais comumente utilizadas pela populagéo brasileira,
destacam-se as arvores do género Copaifera, conhecidas popularmente como “copaibas
ou pau d’6leo” devido a presenga do 6leo vegetal em seu tronco. (MENDONGCA, ONOFRE;
2009)

Tais propriedades medicinais eram bastante difundidas entre os indios latino-
americanos. Relatos historicos denotam que este balsamo era extensivamente utilizado
como cicatrizante de feridas e Ulceras, bem como antiteténico, principalmente sobre o
umbigo de criangas recém-nascidas. (BIAVATTI et al., 2006)

O projeto propde avaliar a agdo das oleorresinas vegetais extraido da Copaifera
paupera e Copaifera pubiflora sobre a coagulagdo sanguinea e seu efeito como possiveis
anticoagulantes, assim como seu efeito antimicrobiano sobre espécies de Staphylococcus
aureus e Escherichia coli.
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Para os ensaios microbiolégicos foram utilizados discos de papel estéril embebidos
em diferentes concentragcbes das substéncias em estudo. As cepas foram semeadas em
placas de agar Mueller — Hinton, e os discos foram adicionados para a determinacao da
Concentragao Inibitoria Minima.

Para os ensaios de coagulagéo, foram determinados os tempos de protrombina e
tromboplastina parcial ativada utilizando os kits de TP e TTPa.

As medidas foram realizadas em duplicata e os resultados foram expressos pelo
tempo obtido nos diferentes testes de plasmas. Os resultados foram expressos em

segundos sendo o tempo maximo do ensaio 300 segundos.

21 METODOLOGIA

Para o desenvolvimento da pesquisa, as oleorresinas de Copaifera cedidas pelo
programa de pos-graduacéo em Ciéncias da Universidade de Franca - UNIFRAN do estado
de Sdo Paulo e do Grupo de Pesquisas em Produtos Naturais da UNIFRAN (GPNUF).
Como a pesquisa envolve a coleta venosa de voluntarios para a realizacao dos ensaios de
coagulacao, o trabalho foi submetido a Plataforma Brasil para apreciagéo ética.

Para a avaliacdo da atividade antimicrobiana foram utilizados microrganismos o
Staphylococcus aureus ATCC 25923 e Escherichia coli ATCC 25922.

Os microrganismos foram repicados em agar Mueller - Hinton e incubados a
37°C por 24 horas antes do experimento. Para o preparo do in6culo, as culturas de cada
microrganismo foram transferidas para tubos de ensaio contendo 2 mL de salina estéril até
obtencgéo de turbidez equivalente a metade da escala 1,0 de MacFarland.

Para o processo do antibiograma foi utilizado, como padrédo, o manual da Laborclin
(2011), que permite adeteccdodasensibilidade das bactériasemrelacao aos antimicrobianos,
também denominados como TSA (Teste de Sensibilidade a Antimicrobianos).

Os antibi6ticos escolhidos foram Vancomicina para a cepa de S. aureus e Ampicilina
para a cepa de E. coli.

Com um swab estéril, o indculo previamente preparado foi semeado em placas de
Mueller-Hinton, e ap6s a secagem, discos estéreis foram adicionados no meio semeado.
Apés a adicdo dos discos, foram pipetados 5 pL de cada uma das concentracdes dos
Oleos e adicionados nos respectivos discos. Foi adicionado também um disco contendo o
antibiético controle. As placas foram entéo incubadas a 37°C durante 24 h.

Ao final desse procedimento, com uma régua, foi mensurado o didmetro dos halos
inibitérios de cada disco, comparando o valor encontrado com o padréo (tabela), e as
bactérias foi classificada em sensivel ou resistente a concentragéo testada.

Para os ensaios de coagulagcdo TP e TTPa foram utilizados plasmas sanguineos
humanos (“pool” de 15 doadores). Os plasmas passaram por testes de qualidade onde
foram feitas analises de bioquimica buscando a garantia que esses doadores apresentavam
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valores dos testes de coagulagéo normais (os valores foram utilizados como grupo controle).
Todos os ensaios foram realizados com diferentes concentracbes dos 6leos de copaiba
para a determinagcé@o de curva dose resposta para verificar a melhor dose com possivel
efeito anticoagulante.

O pool para o ensaio de coagulagéo foi coletado por puncdo venosa com seringa
contendo solucao de citrato de sédio 3,8%. A coleta foi realizada, em seguida, o sangue
foi centrifugado para a obtencéo do plasma. O mesmo foi dividido em pequenas fragdes e
estocado em freezer -80 °C para a posterior realizagdo dos ensaios.

O tempo de protrombina (TP) foi determinado utilizando o kit TP BIOCLIN ap6s
adicdo de tromboplastina tecidual ao plasma pobre em plaquetas. Em um tubo aquecido
a 37°C foram adicionados 50 pyL de plasma e 50 pL da substéncia em estudo. Apds a
incubacdo a 37°C, durante 60 segundos, 100 pL de tromboplastina foram adicionados,
acionando-se entdao o crondmetro. Os resultados foram expressos em segundos sendo o
tempo méximo do ensaio 300 segundos.

A determinacdo do tempo de tromboplastina parcial ativada (TTPa) foi realizada
utilizando o kit TTPa BIOCLIN.

Em um tubo aquecido a 37°C foram adicionados 50 pL de plasma, 50 pL de cefalina
na presenga de 50 pL das substéncias em estudo. Apds a incubagéo a 37°C, durante 120
segundos, foram adicionados 50 pL de CaCl2 (0,025 M), aquecido previamente a 37°C,
sendo acionado simultaneamente o cronémetro.

Os resultados foram expressos pelo tempo obtido nos diferentes testes de plasmas
em segundos sendo o tempo maximo do ensaio 300 segundos.

A comparacéo feita entre os diferentes grupos, nos modelos utilizados neste trabalho
foram expressos como média + erro padrao da media (éEPM.) e analisados estatisticamente
por Analise de Variancia (ANOVA). O indice de significancia considerado foi determinado
por Kruskall-Wallis e complementado pelos testes de comparacdes mdltiplas de Dunn e
Tukey, o indice fixado foi de (5%) p< 0,05.

31 RESULTADOS

3.1 Atividade antimicrobiana

Para a avaliagédo da atividade antimicrobiana foi determinada a Concentragéo
Inibitéria Minima através de discos estéreis impregnados com as diferentes concentragbes
do dleo. Os resultados séo interpretados através da anélise dos halos de inibicdo. Uma
cepa é considerada sensivel quando determinada cepa pode ser tratada adequadamente
com a dose do agente antimicrobiano recomendada para este tipo de infec¢édo, e é
considerada resistente quando néo ha inibicdo da cepa pelas concentra¢cdes dos agentes
antimicrobianos. (CLSI, 2011).

Os resultados obtidos pela agdo da Copaifera pubiflora frente a cepa padrao de
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Staphylococcus aureus podem ser observados na Tabela 1. Ao falarmos de controle, tanto
o controle positivo quanto 0 negativo se encontraram dentro do padréo esperado, onde a
Vancomicina inibiu o crescimento da cepa apresentando um halo de sensibilidade de 23
mm e o controle negativo com solucdo salina estéril (branco) ndo causou qualquer acao
sobre a bactéria.

Foi possivel observar que o Staphyloccocus aureus apresentou susceptibilidade
diante do 6leo de Copaifera pubiflora, uma vez que apresentou halos de inibicdo entre 17
mm a 20 mm em diferentes concentragbes testadas, indicando que a cepa é sensivel ao
6leo em estudo, porém néo apresentou eficacia superior ao controle positivo testado.

Staphyloccocus aureus - Copaifera pubifiora

Concentragdes Diametro dos halos
Vancomicina 23 mm

10 mg/mL 17 mm

5 mg/mL 16,5 mm

2,5 mg/mL 19,5 mm

1,0 mg/mL 19,5 mm

0,1 mg/mL 20 mm

Branco 0 mm

Tabela 1 - Avaliagdo da concentragéo inibitoria minima do 6leo de Copaifera pubiflora frente a
Staphyloccocus aureus.

*Valores de susceptibilidade e resisténcia a vancomicina.Sensivel — 17 a 21 mm; Resistente —
menor ou igual a 17 mm.

Fonte: Elaborado pelos autores, 2018.

A acédo da Copaifera pubiflora frente a cepa padrdo de Escherichia coli podem
ser observados na Tabela 2. O controle positivo com antibiético Ampicilina se encontrou
dentro do padrao esperado, onde ela inibiu o crescimento da cepa apresentando um halo
de sensibilidade de 29 mm e o controle negativo com solugéo salina estéril (branco) nédo
causou qualquer agéo sobre a bactéria, validando assim nossos resultados.
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Escherichia coli - Copaifera pubiflora

Concentragdes Diametro dos halos
Ampicilina 29 mm
10 mg/mL 27 mm
5 mg/mL 27 mm
2,5 mg/mL 26 mm
1,0 mg/mL 26 mm
0,1 mg/mL 26 mm
Branco 00 mm

Tabela 2 - Avaliagéo da concentracgéo inibitdria minima do éleo de Copaifera pubiflora frente a
Escherichia coli.

*Valores de susceptibilidade e resisténcia & ampicilina. Sensivel — 16 a 22 mm

Resistente — menor ou igual a 16 mm.

Fonte: Elaborado pelos autores, 2018.

A cepa de Escherichia coli também apresentou susceptibilidade a todas as
concentracbes do 6leo de Copaifera pubiflora, destacando-se a menor concentracéo
testada (0,1mg/mL) onde apresentou grande inibicdo com halo de 26 mm préximo a agéo
de nosso controle positivo com ampicilina.

Os ensaios com o 6leo da Copaifera paupera apresentaram resultados diferentes dos
apresentados com a Copaifera pubiflora e estdo expostos na Tabela 3. Podemos concluir
através de uma analise que a cepa padréo de Staphylococcus aureus se mostrou resistente
a acao Oleo de C. paupera e nao apresentou uma inibicao significativa quando comparada
ao 6leo de C. pubiflora, uma vez que todas as concentragdes apresentaram halos de
inibicdo menores que os valores do outro 6leo, com destaque para as concentragcbes de
1,0 e 0,1 mg/mL que néo apresentaram halos. Os controles positivos e negativos validaram
0S ensaios.
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Staphyloccocus aureus - Copaifera paupera

Concentragdes Diametro dos halos
Vancomicina 24,5 mm

10 mg/mL 13,5 mm

5 mg/mL 11 mm

2,5 mg/mL 9mm

1,0 mg/mL 0 mm

0,1 mg/mL 0 mm

Branco 0 mm

Tabela 3 - Avaliagdo da concentragao inibitéria minima do 6leo de Copaifera paupera frente a
Staphyloccocus aureus.

*Valores de susceptibilidade e resisténcia a vancomina. Sensivel — 17 a 21 mm

Resistente — menor ou igual a 16 mm.

Fonte: Elaborado pelos autores, 2018.

De acordo com a ANVISA (2016) a resisténcia das bactérias aos antimicrobianos
consiste em um desafio para a saude publica de todo o mundo, pois compromete a vida
de toda uma populagéo. Essa resisténcia permite ao microrganismo, se adaptar ou reduzir
a eficacia desses farmacos tornando algumas cepas que anteriormente eram susceptiveis
em altamente resistentes.

Niveis preocupantes de resisténcia ja sdo detectados em algumas localizagdes,
chegando ao ponto de algumas cepas do S. aureus nao possuirem sensibilidade a nenhuma
outra classe de antibi6ticos atualmente disponiveis (DURAN et al., 2012, WANG et al.,
2013). Diante desse contexto, alternativas de tratamento estdo sendo pesquisadas, como
€ 0 caso das espécies de Copaifera.

A acdo da Copaifera paupera frente a cepa padrdo de Escherichia coli podem
ser observados na Tabela 4. O controle positivo com antibiético Ampicilina se encontrou
dentro do padrdo esperado, onde ela inibiu o crescimento da cepa apresentando um halo
de sensibilidade de 29 mm e o controle negativo com solugéo salina estéril (branco) nao
causou qualquer agéo sobre a bactéria, validando assim nossos resultados.

A cepa de E. coli, somente a concentracdo de 0,1 mg/mL ndo apresentou valores

dentro da comparag@o com o outro 6leo e nessa tabela o resultado que merece destaque
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fica com a concentracdo de 10 mg/mL sendo a mais significante, uma vez que apresentou
a mesma inibicdo que nosso controle positivo, a ampicilina.

Escherichia coli - Copaifera paupera

Concentragdes Diametro dos halos
Ampicilina 29 mm

10 mg/mL 28 mm

5 mg/mL 24 mm

2,5 mg/mL 21 mm

1,0 mg/mL 16 mm

0,1 mg/mL 11,5 mm

Branco 0 mm

Tabela 4 - Avaliacdo da concentracéao inibitéria minima do 6leo de Copaifera paupera frente a
Escherichia coli.

*Valores de susceptibilidade e resisténcia a ampicilina. Sensivel — 16 a 22 mm

Resistente — menor ou igual a 16 mm.

Fonte: Elaborado pelos autores, 2018.

Algumas cepas patogénicas de Escherichia coli, foram capazes de desenvolver
mecanismos de resisténcia as classes de antibidticos habitualmente utilizados. Na década
de 1980, constata-se expectativa do aumento da eficacia do tratamento contra Escherichia
coli, em virtude da liberagdo no mercado de medicamentos como as fluoroquinolonas e
cefalosporinas, contudo, a bactéria conseguiu desenvolver mecanismos de resisténcia
contra estes farmacos devido a produgcado de B-lactamases. Ha evidéncias que indicam
que este fato associa-se a propagacéo mundial, desde 2008, de um clone especifico de
Escherichia coli denominado ST131 (NICOLAS-CHANOINE; BERTRAND; MADEC, 2014;
JOHNSON et al, 2010), ressaltando-se a importancia de novas pesquisas visando a anélise
do potencial de diferentes extratos como antibacterianos.

Alguns resultados encontrados na literatura serviram como discussdo como por
exemplo, os resultados encontrados por Santos et. al (2008), que avaliou a atividade

antimicrobiana dos 6leos de Copaifera martii, Copaifera officinalis e Copaifera reticulata
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frente a diferentes espécies de bactérias, entre elas, cepas selvagens de Staphyloccocus
aureus, MRSA, e Escherichia coli, mostraram que os 6leos possuiram atividade contra as
cepas Gram positivas testadas, com concentragao inibitéria minima variando entre 62,5 a
125 pg/mL, ao passo que foram inativos contra espécies Gram negativas. Dentre os 6leos
testados pelo autor, o 6leo de C. martii produziu efeitos mais significativos.

J& os resultados obtidos por Mendongca e Onofre (2009), que estudaram a
atividade antimicrobiana do 6leo de Copaifera multijuga Hayne contra E. coli, S. aureus e
Pseudomonas aeruginosa, mostraram que todas as cepas foram sensiveis a 6leo-resina,

com concentracao inibitéria minima de 1,56, 3,12, e 12,5% respectivamente.
3.2 Atividade anticoagulante

Para avaliagdo do efeito anticoagulante dos O6leos de Copaifera pubiflora e
Copaifera paupera in vitro foram determinados o tempo de protrombina (TP) e o tempo de
tromboplastina parcial ativada (TTPa), utilizando um ‘pool’ obtido de plasma humano de 15
doadores voluntarios.

Os resultados obtidos mostraram que o TP do plasma humano foi alterado
significativamente pelo 6leo da Copaifera pubiflora nas concentracdes de 10 mg/mL e
5 mg/mL, prolongando o tempo em 2,13 e 1,91 vezes, respectivamente. No entanto, as
concentracdes de 2,5; 1,0 e 0,5 mg/mL n&o alteraram o TP de forma significativa.

Em relagéo ao TTPa, o tempo foi prolongado em 3 a 4 vezes pelas concentragdes
10; 5 e 2,5 mg/mL sendo estas as mais significativas.

Os resultados de TP e TTPA estéo expressos na Figura 1 A e B, respectivamente.

Teste de Protrombina (TP) TTPa
Oleo Pubiflora Oleo Pubiflora
50+ 160+
45 140
40+ 120
w 354
§ o g 1001
S 254 5 so0
g = g o
101 404
] | =
0- 0- T T T T T T
o® & & <~\" & & &
«‘* «"’ «"’ «"' £ S° «9 @ SRR
< 0\1‘ DY &N
Concentra;ao Concentragao
(A) (B)

Figura 1 - A e B Demonstram o efeito do éleo de Copaifera pubiflora sobre o TP e TTPa no
plasma humano, onde *p<0,05 e *p<0,001 respectivamente. Valores de referéncia: TP 11 a 16
segundos e TTPa 25 a 36 segundos. Segundo o kit comercial Bioclin.

Fonte: Autores (2018)
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Quanto ao 6leo de Copaifera paupera, os resultados obtidos mostraram que o TP
do plasma humano foi alterado somente pela amostra com concentracdo de 5 mg/mL,
prolongando o tempo em 2 vezes, sendo que as outras concentracdes néo alteraram o TP
de forma significativa.

Um resultado semelhante foi observado no TTPa do plasma humano, onde o 6leo
prolongou o tempo em 2,8 vezes, somente na concentragdo de 5 mg/mL, sendo que as
outras concentragdes também néo apresentaram alteragdes significantes.

Os resultados de TP e TTPA estéo expressos na Figura 2 A e B, respectivamente.
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Figura 2 - A e B Demonstram o efeito do 6leo de Copaifera paupera sobre o TP e TTPa no
plasma humano, onde *p<0,05 e *p<0,001 respectivamente. Valores de referéncia: TP 11 a 16
segundos e TTPa 25 a 36 segundos. Segundo o kit comercial Bioclin.

Fonte: Autores (2018)

Devida a restrita especificidade das enzimas da coagulagéo é facil entender por que
poucos inibidores isolados de plantas sao capazes de bloquear suas atividades (OLIVA E
SAMPAIO, 2009; BRITO et al., 2016). Como a tripsina e a quimotripsina, as enzimas da
coagulacédo do sangue sao serinopeptidases, porém, ao contrario da tripsina, as peptidases
da cascata da coagulagdo, durante o curso da evolugdo, adquiriram um alto grau de
especificidade e clivam apenas um numero limitado de ligagcdes peptidicas envolvendo
residuos de aminoécidos bésicos.

O efeito do 6leo resina prolongando o tempo de tromboplastina parcialmente ativada
in vitro, indica ser a fase de contato inibida na presenca da substéncia, que afeta as enzimas
da via intrinseca da coagulagdo como a calicreina plasmatica humana ou enzimas da via

comum.
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O TP é utilizado para detectar deficiéncias dos fatores pertencentes ao sistema
extrinseco bem como e subsequente a via comum, permitindo revelar deficiéncias dos
fatores que tomam parte neste sistema. Reflete alteracdes em trés dos fatores dependentes
da vitamina K (fator Il, VIl e X), do fibrinogénio e do fator V (RAVEL, 1997). A elevacéo no TP
nos experimentos realizados € um possivel indicativo da acao do éleo sobre a via extrinseca
da coagulagéo. O prolongamento dos tempos de TP e TTPa pelas substancias em estudo
demonstram que o 6leo possui um forte indicio para ser utilizado como anticoagulante,
porém estudos mais detalhados da substéncia devem ser realizados para a caracterizagédo
da molécula ativa.

41 CONCLUSAO

Com a realizacao deste trabalho foi possivel observar que, condizente com a
medicina popular, os 6leos vegetais extraidos de Copaifera paupera e Copaifera pubiflora
possuem efeito antimicrobiano e anticoagulante, como mostram os gréficos apresentados,
sendo capazes de inibir o crescimento das espécies estudadas e prolongar o tempo de
protrombina, assim como o tempo de tromboplastina parcial ativada, podendo ser util para
estudos futuros em modelos de antimicrobianos, coagulagéo e trombose, uma vez que sua
acao é descrita no presente estudo. Tais resultados sdo de grande valia, uma vez que néo
s6 comprovam as crengas mantidas pela medicina popular, mas também séo fundamentais
para o inicio de novas pesquisas envolvendo a busca de anticoagulantes e antimicrobianos,

que se tornam cada vez mais necessarios.
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