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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-
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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.).

Producao e Controle de Produtos Naturais 2 Capitulo 1



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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RESUMO: O artigo teve como obijetivo realizar
uma prospecc¢ao cientifica e tecnoldgica sobre
a acéo fotoprotetora dos flavonoides, e mapear
tecnologias envolvendo o uso dos flavonoides
como fator de fotoprotecéo. Foi realizado um
levantamento cientifico nas bases de dados
PubMed e Scielo e tecnolégico na base de
dados tecnolégicas do Instituto Nacional de
Propriedade Industrial (INPI), usando os termos
indexadores “flavonoids” e “photoprotection”
em inglés e portugués respectivamente. Os
resultados mostram que existe interesse
cientifico no composto quimico secundario de
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plantas, flavonoides, porém, foi constatado um
namero reduzido de patentes. Diante disto, é
valido destacar que os achados estimulam o
meio académico e as industrias a realizarem
mais pesquisas inovadoras referentes as
acbes fotoprotetivas de compostos quimicos
secundarios de plantas como estratégias de
defesa contra os raios UV e no sentido de
promover o desenvolvimento de novos produtos
e processos com potencial mercadologico.
PALAVRAS-CHAVE: flavonoides, fotoprotecéo,
radiacdo ultravioleta.

ANALYSIS OF PHOTOPROTETIC ACTION OF
FLAVONOIDS

ABSTRACT: The article aimed to conduct a
scientific and technological research on the
photoprotective action of flavonoids, and to map
technologies related to the use of flavonoids as
a photoprotection factor. A scientific survey was
conducted in the PubMed and Scielo databases
and the technology database of the National
Institute of Industrial Property (INPI), using the
index terms “flavonoids” and “photoprotection”
in English and Portuguese respectively. The
results show that there is scientific interest in the
secondary chemical compound of flavonoids,
however, a small number of patents were found.
Given this, it is highlighted what is found in the
stimuli or the academic environment and how to
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conduct more innovative research related to photoprotective actions of secondary plant
chemicals such as UV defense strategies and meaningless promotion or development
of new products. and processes with market potential.

KEYWORDS: flavonoids, photoprotection, ultra violet reaction.

11 INTRODUCAO

A radiacéao ultravioleta (UV) induz danos no DNA, estresse oxidativo e processos
inflamatérios na epiderme humana, resultando em inflamacéo, fotoenvelhecimento e
fotocarcinogénese. Ao atingir a pele desprotegida, com acao cumulativa a radiacéao UV
provoca um processo complexo associado a reagdes quimicas e morfologicas. Pode
ocorrer formagcao de espécies reativas de oxigénio (ROS), alteragbes histoquimicas
de diferentes gravidades, espessamento da camada espinhosa e retificacao da juncéao
dermoepidérmica. Diversas moléculas na pele podem absorver a radiacéo UV e sofrer
alterac6es quimicas devido a essa absor¢ao. O DNA é uma das principais moléculas
que absorve a radiagcao UV e, portanto, pode sofrer mutagcdes que posteriormente
podem resultar em transformag¢des malignas da célula. A radiacdo UV pode ativar
componentes do sistema imune cutaneo, gerando resposta inflamatéria por distintos
mecanismos, tais como: ativagao direta de queratinodcitos e outras células que liberam
mediadores inflamatorios e redistribuicdo e liberacéo de auto antigenos sequestrados
de células danificadas pela radiagcdo UV. Embora muitos fatores genéticos e ambientais
contribuam para o desenvolvimento de varias doencas de pele, o fator mais importante
€ a exposicao cronica da pele a radiagao UV. O espectro solar UV pode ser dividido em
trés segmentos baseados nos comprimentos de onda da radiagdo: onda curta (UVC,;
200—290 nm), onda média (UVB; 290-320 nm) e onda longa (UVA; 320—-400 nm).
Cada espectro tem um limite caracteristico de eficiéncia na penetracdo das camadas
epidérmica e dérmica da pele humana.™:'®

A utilizacao de protetores solares € a principal abordagem cosmética contra os
efeitos nocivos da radiacéo UV. Estudos diversos evidenciam que o uso adequado e
regular de fotoprotetores reduz o niumero de casos de queratose actinica, carcinoma
de células escamosas e atenua o desenvolvimento de novos nevos em criancas.
Adicionalmente, o uso regular de fotoprotetores evita o envelhecimento precoce da
pele. A protecao adequada da pele é essencial para combater os efeitos prejudiciais
da radiacao UV. 26

Atualmente tem surgido um interesse consideravel no uso de plantas para
protecdo da pele humana contra danos induzidos por UV, uma vez que a classe de
compostos quimicos, flavonoides e outros compostos fendlicos tém sido considerados
como uma importante classe protetora contra danos induzidos por UV e uma das
tendéncias atuais em cosmetologia é o desenvolvimento de produtos com o maior
grau possivel de ingredientes naturais. ¢'°
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Dentre as classes de substancias produzidas pelas plantas que possuem grande
potencial aplicavel ao setor industrial, destacam-se os flavonoides. O termo flavonoide
compreende um grupo importante de metabdlitos secundarios estruturalmente
diversos que vem sendo objeto de consideravel interesse cientifico devido a sua
ampla ocorréncia e importancia terapéutica. Os flavonoides sdo compostos de
natureza fendlica e podem ser encontrados em espécies vegetais, principalmente em
plantas vasculares. A pesquisa de flavonoides vem sendo estimulada pela diversidade
estrutural que esse grupo de compostos possui que, por sua vez, proporciona um amplo
espectro de atividades bioldgicas. Varios estudos correlacionam o teor de flavonoides
com a atividade antioxidante, antimicrobiana e fotoprotetora de plantas. Além disso,
também sao atribuidas aos flavonoides a atividade anti-inflamatéria, anti-ulcerogénica
e anti-hipertensiva de diversas espécies vegetais. Atualmente, os flavonoides sao
frequentemente usados em cosméticos, principalmente para agcbes antioxidantes e
calmantes. &1

Nesse contexto o objetivo do trabalho foi realizar uma prospeccéao cientifica e
tecnoldgica sobre a acao fotoprotetora dos flavonoides, e mapear tecnoldgias nacionais
envolvendo o uso dos flavonoides como fator de fotoprotecao.

2| METODO

Primeiramente foi realizado um levantamento cientifico nas bases de dados
Medical Literature and Retrivial System onLine (MEDLINE/PubMed®) e Scientific
Eletronic Library Online (SCIELO). Foram utilizados os termos indexadores na lingua
inglesa “flavonoids” e “photoprotection” sendo incluidos todos os artigos originais,
publicados nos ultimos 10 anos, disponiveis online nas bases de dados, nos idiomas
portugués e inglés e direcionados a seres humanos. E como critério de exclusao artigos
que nao responderam ao objetivo principal da pesquisa, por meio da leitura de titulo e
resumo e artigos duplicados. ApoOs a selecéo dos artigos todos foram lidos na integra.

Na pesquisa tecnologica foi realizada busca na base de dados tecnolégicas
do Instituto Nacional de Propriedade Industrial (INPI). Os termos indexadores foram
utilizados em portugués, sendo o INPI uma base de dados nacional, “flavonoides” e
“fotoprotecéo” e foram utilizados os mesmos critérios de incluséo e exclusdo da base
de dados cientifica.

31 RESULTADOS E DISCUSSAO

A Prospeccéo cientifica e a tecnolégica constituem ferramentas rotineiras
basicas para a fundamentagdo nos processos de tomada de decisdo e formacéo
de estratégias em diferentes niveis de conhecimento. Tem como propésito delinear
possiveis e desejaveis acbes que contribuirdo de forma positiva na construgdo de
pesquisas futuras. Além disto, sao facilitadoras da propriedade intelectual, visando
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melhorar a gestdo da inovagdo ao aumentar o senso critico e ampliar a visdo dos

desenvolvimentos tecnoldgicos. '3 18

Mediante a pesquisa dos termos indexadores nas bases de dados cientificas
PubMed e Scielo os artigos selecionados foram analisados na integra. Sendo
encontrado um total de 16 artigos no PubMed e selecionados 12 e no Scielo um total

de 4 artigos e selecionados os 4 para o presente estudo (Tabela 1).

ANO AUTOR TITULO DO ARTIGO
2018 MILANI LP.G., et . ) y y s
al Extract from byproduct Psidium guajavastandardized in ellagic acid:
additivation of the in vitro photoprotective efficacy of a cosmetic
formulation.
2018 KOSTY UK et al . y , :
MNatural Substances for Prevention of Skin Photoaging: Screening
Systems in the Development of Sunscreen and Rejuvenation
Cosmetics.
2016 GRETHER-BECK B .
3. MARINI A, | French Maritime Pine Bark Extract (Pycnogenol®) Effects on Human
JAENICKE T, Skin: Clinical and Molecular Evidence.
KRUTMANN J.
2015 |COSTASCC, et _ ] i o _
al In vitro photoprotective effects of Marcetia taxifolia ethanolic extract
and its potential for sunscreen formulations
2015 |ORLANDA J.FF, _ _ _ o _
et al Phytochemical analysis and photoprotective aclivity of theethanolic
extract of Euphorbia tirucalli Linneau (Euphorbiaceae).
2015 DEUSCHLE : . g i .
V.C.KN., et al |Phytachemical evaluation and in vitroantioxidant and photo-protective
capacity of Calendula officinalis L leaves
2015 BAZY LKO
A, BORZYM Determination of in vitro antioxidant and UV-protecting activity of
J., PARZONKO A|  agueous and ethanalic extracts from Galinsoga parviflora and
Galinsoga quadriradiata herb.
2014 SABCHEZ A
Protective effects of citrus and rosemary extracts on UV-induced
damage in skin cell model and human volunteers.
2013 WOFLEU.
The photoprotective and antioxidative properties of luteolin are
synergistically augmented by tocopherol and ubiguinone.
2013 SHIN SW. _ o ; ]
Antagonist effects of veratric acid against UVB-induced cell damages.
2012 HUNDSDORFER , : s .
C., STAHL UVA photoprotective properties of an artificial carctenylflavonoid
W., MULLER hybrid molecule.
T.J, DESPIRT S.
2011 WU et al
Chrysin protects epidermal keratinocytes from UVA- and UVB-induced
damage.
2011 HEINRICH et al _ S
Green tea polyphenols provide photoprotedtion, increase
microcirculation, and modulate skin properties of women.
2010 KATIYAR S.K. ] _
Green tea prevents non-melanoma skin cancer by enhancing DNA
repair.
2009 NICHOLS ; : -
JA KATIYAR Skin photoprotection by natural polyphenals: anti-inflammatory,
SK antioxidant and DNA repair mechanisms.
2009 WILLIAMS _ A . .
S, TAMBURIC Eating chocolate can significantly protect the skin from UV light.
S,LALLY C.
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Tabela 1: Relag¢éo de artigos selecionados por ano, autor e titulo.

Fonte: Dados coletados dos artigos selecionados para estudo (2019).

Verificou-se que a atividade farmacolégica dos flavonoides é relatada na literatura
cientifica ha certo periodo, porém, ainda sdo poucos os estudos que falam sobre a
aplicacédo deste composto em formulagdes fotoprotetoras tépicas. Em sua maioria as
publicagdes descrevem sobre o uso dos flavonoides em formulag¢des fotoprotetoras via
oral. Os estudos concordam que os flavonoides ndo apresentam atividade citotéxica
e nem efeitos fototdxicos, além de demonstra grande potencial como inibidor de ROS,
sendo essa a atividade biologica mais estuda em relagao aos flavonoides.

Teoricamente, os metabolitos secundarios das plantas podem modificar ainteragéo
pele - UV em varios pontos cruciais: (1) pela absorcédo de UVA + UVB; (2) por inibicdo
de reacdbes de radicais livres induzidas por UV em células da pele e matriz extracelular
(efeitos de eliminacao e quebra de cadeia antioxidante direta); (3) pela protecédo de
antioxidantes lipidicos da superficie da pele, como alfa-tocoferol, coenzima Q10 e
esqualeno (acao antioxidante de resgate); (4) por indugdo de sistemas antioxidantes
enddgenos em queratindcitos e fibroblastos (efeitos antioxidantes indiretos); (5) pela
atenuacédo das respostas inflamatérias nas células imunes cutaneas (queratinécitos
/ leucécitos / células dendriticas); (6) pela modulacdo de respostas excessivas ao
estresse metabdlicas e proliferativas induzidas por UV (efeitos anti-estresse) e (7) pela
atenuacao da supressdo imune relacionada a UV (imunomodulacédo). Propriedades
protetoras de metabdlitos de plantas secundarias contra a luz solar de ampla faixa
espectral de irradiacdo UV a luz visivel e infravermelha sao muito semelhantes para
células vegetais e de mamiferos. Essa possibilidade de defesa universal é fornecida
por uma estrutura quimica peculiar (cromo6foros) que permite absorver a energia da luz
solar e dissipa-la na forma de energia de luz térmica ou fluorescente / fosforescente
(propriedades do filtro solar) ou converté-la em energia para reagbes quimicas
(fotossensibilizacao). 12

Em um estudo realizado por KOSTYUK em 2018 foi proposto um painel dos
métodos in vitro para pré-selecédo de substancias fotoprotetoras naturais com alta
fotoestabilidade e baixa fototoxicidade, capazes de absorver uma irradiacéo de banda
larga UVA + UVB (filtro solar fisico), reduzindo a superproducao relacionada a UV de
radicais livres e perda de antioxidantes endégenos (protecao quimica) e atenuacao da
citotoxicidade induzida por UV e respostas imunes e metabdlicas (protecéo bioldgica)
em queratindcitos epidérmicos humanos primarios e culturas de queratinécitos
humanos. Nesse estudo foi possivel identificar varias substancias fotoestaveis e néo
fototoxicas, principalmente fenilpropandides glicosilados e flavonoides, com protecao
fisica, quimica e biologica efetiva da banda larga UVA + UVB.

Na evolugcéo temporal foi possivel observar que nos ultimos 10 anos houve
um numero reduzido de publicagdes cientificas relacionadas ao uso dos flavonoides
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e seu possivel fator de fotoprotecdo, porém encontramos um aumento do numero
de publicagdes relacionadas as demais atividades bioldégicas dos flavonoides,
principalmente a sua atividade antioxidante, uma atividade biologica, que € determinada
pela sua estrutura quimica. Os flavonoides representam um grupo heterogéneo de
plantas estruturalmente baseadas em uma espinha dorsal de flavonas (2-fenil1,4-
benzopirona). Eles carregam pelo menos um substituinte fendlico; no entanto, o
numero e a posicao de hidroxila ou grupos metoxi aumentam a variedade quimica do
grupo. Flavonoides sdo catadores efetivos de ROS, mas a sua contribuicdo para a
defesa antioxidante in vivo é um questao de debate. A atividade de eliminacdo de ROS
in vitro estéa relacionada para o numero e posi¢cao dos grupos hidroxil. °

Na utilizacao dos flavonoides por via oral encontramos estudos que demonstram
que uma ingestao regular de compostos contendo flavonoides, apresenta grande
potencial fotoprotetor. CASANOVA (2017) realizou um estudo onde foi realizada uma
combinacao de extratos de alecrim e bioflavonoides citricos parainibir os efeitos nocivos
da radiacdo UV em queratindcitos da linhagem HaCaT humanos e em voluntarios
humanos por ingestado oral. Foi realizada uma combinacdo especifica de extrato
de alecrim, enriquecido em polifendis e diterpenos, e um extrato de bioflavonoide
citrico, contendo flavonoides, e utilizado para inibir os efeitos nocivos do UVB nos
queratinécitos humanos. A capacidade desta combinacdo para diminuir a morte
celular mediada por UVB, a formacdo de ROS e o dano ao DNA em queratinécitos
humanos e a genotoxicidade induzida por raios-X em linfécitos humanos, foi avaliada.
A sobrevivéncia de células HaCaT apés a radiacdo UVB foi maior nos tratamentos
usando a combinacao de extratos do que naqueles realizados com extratos individuais,
indicando potenciais efeitos sinérgicos. A combinacéo de extratos também diminuiu as
ROS intracelulares induzidas por UVB e preveniu o dano ao DNA em células HaCaT
e diminuiu as aberragbes cromossdmicas em linfécitos humanos irradiados com
radiacao X. O consumo oral diario de 250 mg da combinagao por voluntarios humanos
revelou um aumento significativo da dose minima de eritema apds oito semanas
(34%, p<0,05). Uma protecéo mais forte foi obtida ap6s 12 semanas (56%, p<0,01). A
combinacgao de flavonoides citricos e polifendis de alecrim e diterpenos foi considerada
como um ingrediente para a fotoprotecdo oral. Em principio a fotoprotecao oral é
aceita, embora a cinética de tempo para se obter uma fotoprotecao € mensuravel, bem
como a magnitude da fotoprotec&o que pode ser alcancada e diferir significativamente
daqueles obtidos ap06s a aplicacdo tdpica de um protetor solar regular, uma vez que
requer até 3 meses de ingestao oral e o0s niveis de fator de protecéo solar resultantes
sao moderados, embora significativos. 77

Outro estudo, realizado por BAZYLKO (2015) foi utilizado Galinsoga parviflora e
Galinsoga quadriradiata que sao espécies de ervas da familia Asteraceae, e € uma
das familias com maior niumero de espécies entre as Angiospermas. A composicao
quimica, atividade e uso de ambas as espécies tendem a ser semelhante e sao ricas
em flavonoides na sua composicao quimica. Os extratos de espécies de Galinsoga sao
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aplicados topicamente na pele, para tratar doencas dermatoldgicas, como eczemas,
liquenes e feridas cicatrizantes e também para tratar picadas de cobra. Oralmente eles
séo administrados para tratar gripes e resfriados comuns. Antioxidantes de origem
natural, e compostos polifendélicos derivados de plantas, séo relatados entre os fatores
que protege a pele dos efeitos nocivos da radiac&do solar. A atividade antioxidante
desses extratos foi avaliada examinando a capacidade de eliminacéo de radicais
gerados em sistemas livres de células. Também foi investigado o efeito na geragéo
de ROS por fibroblastos da pele humana ap6s exposicao a radiacdo UV. Além disso,
também foi testado o potencial de citotoxicidade dos extratos e seu efeito protetor
contra os danos causados pela radiacdo UV. No estudo, foram realizados testes que
mostraram que nao houve diferencas significativas na poténcia entre as duas espécies
de Galinsoga. Pelo contrario, houve diferengcas substanciais na atividade entre os
extratos aquosos e etandlico. O extrato etandlico da erva tém atividade citotéxica e,
em concentracdes: variando de 12,5 a 50 yg.mL™", apresentam efeito intensificador na
geracao de ROS por fibroblastos ap6s irradiagdo com UVB, apesar de seus efeitos
serem semelhantes aos extratos aquosos apés irradiacdo UVA. Enquanto os extratos
aquosos do erva de Galinsoga exibiu atividade protetora nos fibroblastos. Os extratos
impediram a diminui¢cdo da atividade proliferativa e 0 aumento da apoptose causada
pela radiagdo UVA e UVB, e mostrou a capacidade de inibir a geragédo de ROS, em um
maneira dependente da concentragcdo. Na conclusédo, a solugao aquosa de extratos
das duas espécies testadas foi eficaz como fotoprotetores.

A crisina (5,7-di-hidroxiflavona) € um flavonoide natural que ocorre em varias
plantas e alimentos, como prépolis e mel, supostamente se opde a inflamacao e a
carcinogénese, mas tem sido raramente aplicada no cuidado da pele. Em um estudo
realizado por WU (2011) ele teve como objetivo explorar os papéis da crisina na
protecdo contra danos induzidos por UV em queratinécitos da linhagem HaCaT. Os
resultados mostraram que a crisina pode atenuar a apoptose, a producdo ROS e a
expressao da ciclooxigenase 2 (COX-2) induzida por UVB e UVA. Estudos em animais
revelaram que a aplicacao topica de crisina demonstrou absor¢ao percutanea eficiente
e sem irritacéo da pele.

Uma tendéncia mundial no desenvolvimento de produtos cosméticos,
especialmente no mercado de fotoprotecdo, € o0 uso de ingredientes naturais
incorporados em formulagdes inovadoras e eficientes, comprometidas com o meio
ambiente. Essa tendéncia é reforcada pela aceitacdo da populacéo e também pelos
meios de comunicacao admitindo que a matéria-prima proveniente de recursos naturais
seja mais segura e ecologicamente aceitavel do que os componentes de origem
sintética, uma vez que sdo menos agressivos ao meio ambiente. Os flavonoides sé@o
uma classe de metabdlitos que atende a esses requisitos e a demanda por extratos
ativos ricos em flavonoides tornou-se um componente importante para a descoberta de
novas moléculas ativas para a fotoprotecdo humana. Isso se deve a sua semelhanca
estrutural com os filtros quimicos, o que a torna suscetivel a absorcao de radiacao na
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regido ultravioleta. Extratos vegetais ricos em flavonoides s&o capazes de absorver a
luz ultravioleta, geralmente dois picos maximos de absorcao ultravioleta nas regides
UVB e UVA, o que resulta na possibilidade de uso desses extratos no desenvolvimento
de formulagcbes de filtros solares. Assim, uma vez comprovada a capacidade de
absorver a radiacdo solar e sua atividade antioxidante, esses novos ingredientes
podem fornecer uma fotoprotecéo mais ampla do que os filtros UV sintéticos, devido a
sua capacidade de eliminar os radicais livres gerados na pele apds a exposicao solar.
5,14

Posteriormente foirealizada busca com base nos pedidos de patentes depositados
no banco de dados do Instituto Nacional de Propriedade Industrial do Brasil (INPI). A
pesquisa foi realizada com os termos em portugués sendo o INPl uma base de dados
nacionais. Utilizando os dois termos “flavonoides” e “fotoprotecdo” juntos, nédo foi
gerada nenhuma patente, desta forma foi realizada a pesquisa de patentes utilizando
os indexadores separados.

Primeiramente, foi avaliado o nUmero de pedidos de patentes depositados, sendo
encontrados 30 patentes usando o termo indexador “flavonoides” e selecionadas 11
patentes e usando o termo indexador “fotoprotecéo” foram encontradas 20 patentes e
selecionadas 9 patentes, de acordo com os critérios de incluséo e exclusao descritos
anteriormente (Tabela 2).

INDEXADORES BASE DE DADOS PATENTES PATENTES
TECNOLOGICOS ENCONTRADAS SELECIONADAS

“Flavonoides” INPI 0 0

“Fotoprotegido”

“Flavonoides” INPI 30 11

“Fotoprotegido” INPI 20 9

Tabela 2: Numero de patentes depositadas na base de dados tecnologicos INPI.
Fonte: Autoria prépria (2019).

Dentro das patentes selecionadas usando o indexador “flavonoide” (tabela 3)
foi encontrado tecnoldgias que fazem uso dos flavonoides em diversas areas como;
avaliacao de atividade antimural, métodos de diagnosticos para aumentar a eficacia de
tratamentos quimioterapéuticos, no tratamento de lesbes por isquemia e reperfuséo,
no tratamento de doencas causadas por apoptose celular e/ou necrose celular, no
tratamento de artrite reumatoéide e osteoartrite, em composi¢des adjuvantes capazes
de modular a resposta imune em um individuo, incluindo aprimorar ou suprimir a
resposta imune e para aumentar a biodisponibilidade de outros compostos quimicos.
Observou-se a utilizagdo de sinergias entre duas ou mais plantas como também o uso
de flavonoides sintéticos.
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ANO DO DEPOSITO TITULO IPC
DE PATENTE
2017 PROCESS0O PARA OBTENCAO DE FLAVONOIDES DE| AG1K 36/81
SOLANUM  PALUDOSUM COM  ATIVIDADES NA|
ENZIMA TOPOISOMERASE II-ALFA HUMANO E EM
GLUOBLAST OMA HUMANO (ANTITUMORAL).
2016 UTILZACAO DE FLAVONOIDES E/OU XANTONOIDES| GO1N 33/52
DO CAPIM DOURADO (SYBGONANTHUS NITENS
PARA SISTEMAS DE DIAGNOSTICOS.
2015 COMPOSICOES COMPREENDENDO MELATONINA E| A61K 45/06
FLAVONQIDES PARA USO NO TRATAMENTO DE
TUMORES RESISTENTES A QUIMIOTERAFIA
2014 CAPSULA, METODO DE PREPARACAO DE UMA| AG1K 36/48
CAPSULA CONTENDO FLAVONOIDES TOTAIS DE
DESMODIUM STYRACIFOLIUM, EUSO DA CAPSULA

2013 NOVOS COMPOSTOS _ FLAVONOIDES E  SUAS| COTH 15/26
RESPECTIVAS UTILZACOES.
2012 COMPOSICAO FARMACEUTICA CONTENDO UMA] AG1K 36/884

FRACAO RICA EM FLAVONOIDES DE FOLHAS DE
ECHINODORUS GRANDIFLORUS E USO NO
TRATAMENTO DE ARTRITE.

2012 ICOMPOSICOES FARMACEUTICAS| ABTK 39/395
ICOMPREENDENDO UMA  COMBINACAQ DE
VEICULOS, VITAMINAS, TANINOS E FLAVONOIDES
DE  SELECAO  COMO  IMUNOMODULADORES
ESPECIFICOS DE ANTIGENO.

2010 COMPOSICOES COMPREENDENDO FLAVONOIDES,| AB1K9/70
SEU METODO DE PREPARACAO, ADESIVO PARA
APLICACAC DE FLAVONOIDE, METODOS DE
PRODUCAQ DE FLAVONOIDE  HIDRATADO,
METODOS DE PREPARACAO DE FORMULACAO
TOPICA E USO DE FLAVONOIDE.

2010 USO DE FLAVONOIDES PARA AUMENTAR Al AS1K31/352
BIODI SPONIBILIDADE DE HESPERETINA

2009 PROCESSO PARA EXTRAIR EXTRATOS CITRICOS| ABTK 36/752
RICOS EM FLAVONOIDES.

2009 COMPOSICOES COMPREENDENDO  EXTRATOS| AO1N 33/12

[CONTENDO FLAVONOIDE DE PLANTAS DO GENERO
FLAVONOQIDES DE CITRUS BOU DE CITRUS
SOLADOS E AGENTES ATIVOS DE SUPERHCIE
CATIONICOS ESPECIHCOS, E REFERIDA|
COMPOSICAO PARA USO COMO UM AGENTE PARA|
TRATAR INFECCOES COM PIOLHO.

Tabela 3: Patentes selecionadas no banco de dados tecnolégicos INPI, utilizando o indexador
“flavonoides”.

Fonte: Instituto Nacional de Propriedade Industrial do Brasil - INPI (2019).

Em um estudo realizado por ORLANDA (2015) no desafio de descobrir novos
farmacos a partir de plantas, teve como objetivo realizar uma triagem fitoquimica e
avaliar a atividade fototoprotetora in vitro do extrato bruto etandlico de Euphorbia
tirucalli Linneau. A atividade sequestradora de radicais livres para o Euphorbia tirucalli
Linneau pode ser explicada pela presenca de compostos fenélicos (96,18 + 1,33 mg
EqAG/g) e de flavonoides (63,57 + 2,74 mg EqC/g), um valor considerado alto quando
comparado com outras espécies botanicas descritas na literatura. Na avaliacéo
do fator de protecdo solar pode-se observar que todas as concentracdes testadas
apresentaram potencial de fotoprotecdo da radiacdo UV. Na concentracédo de 0,1
pg.mL" do extrato apresentou fator de protecédo solar (FPS) de 19,84 levando em
conta o FPS determinado pela RDC 30, de 01 de junho de 2012, da Agéncia Nacional
de Vigilancia Sanitaria (ANVISA, 2012), todas as concentra¢des do extrato etandlico
testadas (0,01 a 0,1 ug.mL™" p\v) poderiam ser utilizadas como protetores solares, pois
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o fator minimo de protecéo segundo essa resolucédo, é de FPS 06.

Em outro estudo de investigacdo da atividade fotoprotetora foi utilizado o extrato
etandlico da Marcetia taxifolia em uma formulacdo de filtro solar, onde o extrato
apresentou boa atividade antioxidante e fotoprotetora frente a radiacdo UVB e UVA.
Esses efeitos podem ser atribuidos aos derivados de flavonoides presentes na planta,
incluindo a quercetina. Os protetores solares foram desenvolvidos e o FPS foi avaliado.
As formulagdes contendo extrato etandlico de M. taxifolia apresentaram valores de
FPS préximo a um filtro quimico freqientemente utilizado na industria farmacéutica, a
benzofenona-3. A M. taxifolia tem grande potencial para uso como principio ativo em
protetores solares.®

Mesmo com uma quantidade consideravel de estudos cientificos que comprovam
aeficaciados flavonoides como potencial agente de fotoprotecéo e inibidor ROS, abusca
utilizando o indexador “flavonoides” ndo gerou nenhuma patente sobre a sua utilizagao
como fator fotoprotetivo. Este resultado expde uma deficiéncia de atividades de inovagéao
e a utilizacdo da propriedade intelectual. Com esse resultado fica evidente que apesar
do Brasil ser possuidor de uma biodiversidade reconhecida internacionalmente, com
diversas moléculas identificadas em espécies vegetais, incluindo os flavonoides, esse
conhecimento nao esta sendo usado de forma adequada, no sentido de promover o
desenvolvimento de novos produtos e processos com potencial mercadologico.

Na distribuicdo de patentes por ano de depdsito, utilizando o termo indexador
“flavonoides” observou-se que 0s anos com maior nimero de depdsitos de patente,
foram 2009, 2010 e 2012. Tendo um declinio no registro de patentes nos anos
decorrentes.

Utilizando o indexador “fotoprotecédo” a quantidade de depdsitos de patentes
encontradas foram 20, dessas 9 se enquadravam nos critérios de inclusao e exclusao
e somente 2 se utilizam de tecnologias em formulagdes topicas com agao fotoprotetora
(Tabela 4).
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ANO DO DEPOSITO
DE PATENTE

TITULO

IPC

2017

PROCESSO PARAA PREPARACAO DE VEICULOS
LIPIDICOS, VEICULOS LIPIDICOS
NANOESTRUTURADOS, COMPOSICOES 5
COSMECEUTICA E COSMETICA, COMPOSICAQ DE
CUIDADOS COM OS5 CABELOS, METODOS PARA
PROTEGER O CABELO E PARAPROPORCIONAR
FOTOPROTECAO E USO DE UMA COMPOSICAQ.

AGIK 837

2015

FORMULACOES DE USO TOPICO PARA
FOTOPROTECAO CONTENDO PASSIFLORA
CINCINNATA

AG1K 8/9789

2014

COMPOSICAO DE FOTOPROTECAO PARA
CUIDADOS PESSOAIS, METODO DE AUMENTAR A
PROTECAO E METODO PARA DIMINUIR A
PRODUCAO DE SEBO NA PELE.

AB1K 8/44

2012

COMPOSICAO FOTOPROTETORA, USO DE
BAICALINA, AGENTE MULTICONSTITUINTE PARAA
FOTOPROTECAO DE MATERIAS QUERATINICAS
HUMANAS, USOS DE UMA COMPOSICAO EUS0S
DE UM AGENTE MULTICONSTITUINTE.

AG1K 8/49

2012

COMPOSICAC COSMETICA DE FOTOPROTECAQO A
UV.

AB1Q 17/04

2011

COMPOSICAO FOTOESTAVEL DEFILTROS |
SOLARES, USO DE UMA COMPOSICAO E METODO
DE FOTOPROTECAO DE SUBSTRATOS
QUERATINOSOS HUMANOS.

AG1K 8/35

2010

POLIMERO DE FOTOPROTECAO PROGRESSIVA DE
ORGANOSILICIO, USO E PROCESS0O PARA A
PREPARACAO DO MESMO, COSMETICO OU
COMPOSICAC DERMATOLOGICA MONOMERO E
PROCESSO PARA A PREPARACAO DO MESMO.

AB1K 8/89

2009

KIT, PROCESO E COMPOSICAQ COSMETICADE
FOTOPROTECAQO DE MATERIAIS QUERATINICOS
CONTRAUMA RADIACAQ UV, E, FILME DE
FOTOPROTECAO.

AB1K 8/49

2009

Tabela 4: Patentes selecionadas no banco de dados tecnolégicos INPI, utilizando o indexador

AGENTE PARA FOTOPROTECAO CUTANEA
CONTRARAIOS UVAUVB.

fotoprotecao.

AG1K 8/97

Fonte: Instituto Nacional de Propriedade Industrial do Brasil - INPI (2019).

Na evolucéo anual utilizando o indexador “fotoprotecéo”, o maior numero de

producdes tecnolégicas foi observado nos anos de 2009 e 2012. Apresentando declinio

nos demais anos.

Do ponto de vista cientifico, o composto quimico flavonoide apresenta um bom

numero de publicacées que mostram um leque de atividades terapéuticas relevantes.

Porém, observou-se que até o presente momento houve um numero reduzido de

depodsitos de patentes relacionado ao tema de estudo.

41 CONSIDERACOES FINAIS

Essa prospeccdo permitiu analisar publicacbes em bases cientificas e

tecnoldgicas. Os resultados mostram que existe interesse cientifico nos flavonoides,

porém, foi constatado um numero reduzido de patentes na base dados tecnolégico

nacional. Diante disto, & valido destacar que os achados estimulam o meio
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académico e as industrias a realizarem mais pesquisas inovadoras referentes a acéao
fotoprotetora de compostos quimicos naturais de plantas que produzam metabdlitos
secundarios como estratégias de defesa contra os raios UV. Esses metabdlitos
fornecem fotoprotecao através de seus efeitos de triagem UV e por inibir as espécies
reativas de oxigénio e nitrogénio produzido sob influéncia UV. Essas propriedades
dos metabolitos secundarios das plantas estdo sendo cada vez mais reconhecidos.
De acordo com exposto fica evidente a importancia da linha de pesquisa, preconizada
nas necessidades decorrentes de novos fotoprotetores organicos ideais e, sobretudo
tornar esses produtos acessiveis a populacéao.
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RESUMO: Plantas medicinais estdo sendo
cada vez mais estudadas para o tratamento
de doencas a fim de minimizar os efeitos
negativos causados pelo uso indiscriminado
de antimicrobianos. As propriedades biol6gicas
dos Oleos essenciais tém sido amplamente
exploradas em busca de alternativas contra
microrganismos patégenos. O presente capitulo
tem o objetivo trazer informagbes acerca da
acao antimicrobiana in vitrodos éleos essenciais
de Copaifera langsdorffii, Mauritia flexuosa e
Astrocaryum vulgare, sobre cepa bacteriana
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Sthapylococcus aureus

Staphylococcus aureus. Foram realizados
estudos comparativos com o antimicrobiano
Amoxicilina (30 pyg) como controle positivo e com
agua, controle negativo. A atividade microbiana
foi determinada pelo teste de sensibilidade
antimicrobiana e pela concentracdo inibitoria
(CIM),
antimicrobiana com base no diametro dos
halos de inibicdo. Para o teste de sensibilidade

antimicrobiana foi utilizada a técnica de difusao

minima determinada pela atividade

em agar Mueller Hinton. Aconcentracao avaliada
e suas diluicbes seriadas nado promoveram
inibicdo do crescimento microbiano. No teste
de sensibilidade antimicrobiana, S. aureus foi
sensivel ao antibidtico Amoxilina, porém com
nenhum dos Oleos testados obteve-se resultado
satisfatério nas concentragcbes avaliadas.
Conclui-se que Oleos essenciais de copaiba
(Copaifera (Mauritia

flexuosa) e Tucuma (Astrocaryum aculeatum),

langsdorffii) e buriti

na maneira como foram preparados, nao
apresentam capacidade para controlar o
crescimento in vitro de Sthapylococus aureus.

PALAVRAS-CHAVE: antibiograma, atividade

antimicrobiana, concentracéo inibitéria minima,
plantas medicinais da Amazoénia, cerrado.

IN VITRO EVALUATION OF COPAIBA, BURITI
AND TUCUMA ESSENTIAL OILS FOR
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CONTROLING Sthapylococcus aureus

ABSTRACT: Medicinal plants are being increasingly studied for the treatment of
diseases in order to: minimize the negative effects caused by the indiscriminate use
of antimicrobials. The biological properties of essential oils have been widely explored
in searching for alternatives against pathogenic microorganisms. This chapter aims
to provide information about the antimicrobial action in vitro of the essential oils of
Copaifera langsdorffii, Mauritia flexuosa and Astrocaryum vulgare, on the bacterial
strain Staphylococcus aureus. Comparative studies were performed with antimicrobial-
Amoxicillin (30-ug) as a positive control and with water as a negative control. The
microbial activity was determined by the antimicrobial sensitivity test and the minimum
inhibitory concentration (MIC), determined by the antimicrobial activity based on the
diameter of the inhibition halos. In the antimicrobial sensitivity test, the Mueller Hinton
agar diffusion technique was used. The concentration evaluated and its dilutions serial
did not promote microbial growth inhibition. In the antimicrobial sensitivity test, S.
aureus was sensitive to the antibiotic Amoxiline. However, with none of the oils tested,
a satisfactory result was obtained at the concentrations evaluated. We concluded that
the essential oils of copaiba (Copaifera langsdorffil), buriti- (Mauritia flexuosa) and
tucuma (Astrocaryum aculeatum), in the way they were prepared, were not able to
control the in vitro growth of in Sthapylococus aureus.

KEYWORDS: antibiogram, antimicrobial activity, Amazonian medicinal plants, cerrado,
minimum inhibitory concentration

11 INTRODUCAO

Nas ultimas décadas, o uso dos fitofarmacos tem assumido importante papel
como terapia alternativa aos farmacos sintéticos, embora estudos conduzidos ou em
andamento sejam ainda insuficientes na avaliacéo da efetividade do tratamento.

A aplicacédo de plantas no tratamento e cura de doencas é utilizado desde
civilizacbes antigas. Apesar de nem sempre terem seus componentes quimicos
conhecidos, as observagbes populares divulgam seus beneficios terapéuticos,
relatados frente aos efeitos medicinais produzidos (MACIEL et al., 2002).

Mais recentemente, nos Estados Unidos, a Food and Drug Administration (FDA)
tem se preocupado em verificar a seguranca e eficacia dos agentes dos 6leos essenciais
devido as crescentes comercializagdes e praticas de autocuidado pelos americanos, em
uma ampla variedade de doencas (MANION e WIDDER, 2017). Segundo os autores,
0 numero de artigos relevantes indexados, usando a terminologia “assuntos médicos
e 6leo essencial”, dobrou desde 2004 em fun¢ao da crescente popularidade dos 6leos
e também dos acessos pelos profissionais da saude pela necessidade de estarem
preparados para discernir a qualidade de um 6leo, a seguranca da administracdo e a
validade do seu uso.
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O Instituto Atlantico de Aromaterapia (www.atlanticinstitute.com) compilou
uma lista de relatos de casos relacionados ao uso e seguranca de 6leos. Embora a
evidéncia, caso a caso, mao seja geralmente confiavel, reflete experiéncia e pode
ajudar a orientar uma investigacdo (MANION e WIDDER, 2017).

Os Oleos essenciais sdo oriundos do metabolismo secundario das plantas.
A sua composicdo quimica € complexa, destacando-se a presenca de terpenos e
fenilpropanoides, elementos volateis presentes em muitos 6rgaos vegetais e estao
relacionados as fung¢des de sobrevivéncia das plantas (SIANI, et al., 2000). Os
compostos volateis sintetizados e emitidos pelas plantas tém como finalidade defender
ou atrair os polinizadores. Para isso, os 0leos essenciais podem ser considerados
fontes potenciais de substancias biologicamente ativas, principalmente contra
microrganismos, como bactérias, fungos filamentosos e leveduras (KELSEY et al.,
1984).

Diferentes compostos quimicos podem fazer parte da composi¢cdo dos 6leos
essenciais, chegando a ser cerca de 20 a 60 componentes em variadas concentracgoes.
Denominam-se compostos majoritarios aqueles presentes em 20 a 70% da composicao
(BAKKALI etal., 2008). No éleo-resina da Copaifera spp. os terpenoides (principalmente
0s sesquiterpenos (~93,36%) sdo os compostos majoritarios (BATISTA et al., 2016).
Os grupamentos alcoois, fendis, ésteres, acidos, aldeidos e terpenos podem explicar
a acao bacteriostéatica e/ou bactericida do 6leo de copaiba (WERNER, 2002).

A atividade antimicrobiana e a composi¢cao estdo diretamente ligadas as:
propriedades geneticamente determinadas, idade da planta, disponibilidade hidrica,
temperatura do ambiente, sazonalidade, local onde a planta se desenvolveu, altitude,
nutrientes disponiveis no solo e radiacdo UV (GOBBO-NETO e LOPES, 2007).
Geralmente, os componentes isolados sdo quantificados em termos da porcentagem
relativa presente no 6leo usando métodos analiticos como a cromatografia gasosa-
espectrometria de massa (GC-MS), cromatografia gasosa, cromatografia liquida de
alta eficiéncia com deteccgao ultravioleta, e cromatografia liquida - espectrometria de
massa em tandem (KUMMAR et al., 2012).

Copaiba (Copaifera langsdorffii)

A Copaifera langsdorffii, popularmente conhecida como Copaiba, pertence ao
género Copaifera e a subfamilia Caesalpinoideae, Esse género apresenta 16 espécies
presentes no Brasil, apresentando quatro espécies na regido Norte, onde o éleo &
amplamente comercializado e utilizado na medicina popular (DEUS et al., 2009).

Oliveira (2019) descreveu as caracteristicas do metaboloma (composi¢ao geral
de todos os metabdlitos que constituem a amostra bioldgica) das principais espécies
do género Copaifera (C. langsdorffii Desf., C. multijuga Hayne, C. trapezifolia Hayne,
C. lucens Dwyer e C. venezuelana Harms & Pittier). Detectou 47 metabdlitos, entre
diversas classes metabdlicas, como derivados de acido benzoico e acido cinamico,
acidos graxos, acidos diterpenos, flavonoides agliconas, flavonoides glicosilados, um
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glicosideo fenolico, 4cidos galoilquinicos e taninos condensados. Em funcéo da anélise
de componentes principais (PCA), foi observada forte distingcao no perfil metabodlico das
folhas (acidos galoilquimicos di- e trisubstituidos e flavonoides glicosilados (derivados
de quercetina e canferol) e cascas (taninos condensados derivados de catequina).

Furtado et al., (2018) avaliaram os Oleo-resinas e extratos polares das folhas
de cinco espécies (Copaifera duckei Dwyer, C. multijuga Hayne, C. paupera Dwyer,
C. pubiflora Benth, C. reticulata Ducke e C. trapezifolia) e observaram auséncia do
efeito citotoxico em testes e genotoxico (testes in vitro e in vivo). Nos extratos, os
pesquisadores detectaram 16 acidos galoilquinicos e os flavonoides quercetin-3-O-
ramnosideo e canferol-3-O-ramnosideo.

O estudo realizado por Mendonca e Onofre (2009) ressaltou o efeito antimicrobiano
do Oleo-resina de Copaiba, com Concentracao Inibitéria Minima (CIM90) de 0,164
mg/mL e Concentracdo Bactericida Minima de CBM90 de 1,31 mg/mL. O mesmo foi
capaz de inibir o crescimento de bactérias Gram positivas e Gram negativas como
Staphylococcus aureus, Escherichia coli e Pseudomonas aeruginosa.

Buriti (Mauritia flexuosa)

O Buriti € uma palmeira nativa do Brasil, cujo género Mauritia apresenta 34
espécies. As espécies Mauritia flexuosa e Mauritia vinifera s&o as mais citadas no
bioma da Amazénia e Cerrado brasileiro. O 6leo extraido da polpa dos frutos de
Buriti causa interesse devido a sua composi¢cao quimica, rica em carotenoides,
acidos graxos e tocoferol, podendo ser utilizado na industria terapéutica e cosmética.
Segundo Nobre et al. (2018), o constituinte majoritario do 6leo de buriti € o acido
oleico (72,14%). Para Silva et al. (2009), o 0leo de buriti € uma fonte valiosa de acidos
graxos monoinsaturados e vitaminas A e E, sendo os 4cidos oleico (74,06%), palmitico
(16,78%) e linoleico (4,94%) os acidos graxos mais abundantes.

De acordo com Bezerra et al. (2009), a composicéo quimica do 6leo essencial
da casca de Mauritia flexuosa vem sendo muito estudada, colocando a espécie em
destaque a partir de avancos no conhecimento quimico-farmacolégico. Observou-
se uma abundancia de taninos e flavonoides em seu extrato, que sao os possiveis
responsaveis pela atividade antimicrobiana apresentada pela planta.

Estudos mostram resultados positivos quanto ao poder antimicrobiano do 6leo
de buriti. Pereira et al., (2018) observaram Concentracao Inibitéria Minima (CIM) =
1024 pg.mL" para todas as cepas bacterianas padrédo e multirresistentes, além do
efeito sinérgico do 6leo no Staphylococcus aureus SA-10, com reducdo da CIM
de gentamicina e amicacina em 40,00% e 60,55%, respectivamente. Segundo
0s pesquisadores, os resultados obtidos indicam que o 6leo de M. flexuosa é uma
fonte valiosa de acido oleico e modulador da atividade de aminoglicosideos. Os
aminoglicosideos séo antibiéticos com um mecanismo de a¢do baseado na sintese de
proteinas. Por ligacédo no ribossomo procariético 30S, impedem a tradugcao adequada

do mRNA.
EN
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Tucuma (Astrocaryum vulgare)

Tucuma €& uma palmeira de grande porte, com um unico tronco, que pode
atingir altura de aproximadamente 20 m (LORENZI et al., 1996). Pertence a familia
Arecaceae. Produz um fruto tipico na regiao Amazénica, com formato elipséide e
coloragao alaranjada, rico em compostos bioativos e cuja composi¢cao quimica pode
ser caracterizada por carotenoides (125,7 pg.mL"), fitoesterol (152,6 yg.mL") e
tocoferol (6,8ug.mL™).

O 6leo de tucuma é usado principalmente como anti-inflamatério e antioxidante
(BONY et al., 2012). Estudos de Baltissera et al, (2017) em camundongos diabéticos
induzidos por aloxana demonstraram que o tratamento com 6leo de tucuma causa
efeito hipoglicémico, melhorando os niveis de insulina e o status antioxidante/
oxidante, além de apresentar efeito protetor contra os danos no pancreas, induzidos
pelo estresse oxidativo. Cabral et al. (2019) demonstraram que, além de reduzir os
processos oxidativos, os compostos bioativos do 6leo do tucuméa podem inibir as
células de proliferacao e induzir parada do ciclo celular e apoptose. Inibe o progresso
do ciclo celular através das fases GO/G1.

Staphylococcus aureus

O género Staphylococcus apresenta-se subdividido em 40 espécies, sendo S.
aureus considerada a mais importante em funcéo da sua maior patogenicidade (VON
EIFF et al., 2001; CASSETARI et al., 2005).

S. aureus é relatado como o patdbgeno mais frequentemente isolado em casos
de mastite subclinica. Seu tratamento torna-se dificil devido a elevada resisténcia aos
antibioticos, e isso vem acarretando grande perda econ6mica na producéo do leite
(FAGUNDES e OLIVEIRA, 2004; FERREIRA, et al., 2006).

A mastite € um processo infeccioso, onde o S. aureus se aloja principalmente
nos quartos mamarios, na pele do ubere e nos tetos. Tais infecgcdes causam grande
preocupacgao, tornando-se até um problema de salde publica devido a producéo
de toxinas, uma vez que a contaminacgdo por enterotoxinas termoestaveis pode ser
encontrada mesmo em leite pasteurizado. A presenca das toxinas causa disturbios
como o desencadeamento de alergias em individuos propensos, efeitos toxicos e
carcinogénicos, acarretados por alteracdes no equilibrio da microbiota intestinal e
também pela selecdo de bactérias resistentes no trato digestivo dos consumidores
(FONTANA et al., 2010; LANGONI et al., 2011).

Segundo Zafalon et al. (2007), programas de controle de mastites por meio da
antibioticoterapia realizados durante a lactagéo tem como finalidade a diminuicéo da
duracao das infec¢des intramamarias, que podem ser viaveis economicamente, uma
vez que a qualidade do leite € um componente significativo.

Neste contexto, o objetivo da pesquisa apresentada neste capitulo foi estudar
a potencialidade dos 6leos essenciais de Copaifera langsdorffii, Mauritia flexuosa e
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Astrocaryum vulgare no controle de crescimento do Sthapylococus aureus. De maneira
especifica, objetivou-se: aplicar o teste antimicrobiano pela metodologia da difuséo
em placas e determinar a CIM (concentragao inibitéria minima) dos 6leos essenciais
frente ao Staphylococcus aureus.

2| MATERIAL E METODOS

Os Oleos essenciais utilizados foram adquiridos em farmacias de manipulagcéo
e suas especificacbes foram apresentadas pelo fornecedor Quadro 1. Os O6leos
essenciais foram manipulados a partir de uma solu¢do composta de uma parte de 6leo
essencial e uma parte de éter etilico. Outros diluentes como: alcool etilico e cloroférmio
foram testados, porém n&o se obteve uma solugdo homogénea. Desta solugdo (6leo
essencial e éter etilico) foram elaboradas solugdes seriadas 1:2; 1:4; 1:8, 1:16 e 1:32.

Copaiba (Copaifera langsdorffii) Oleo 100% puro. Seiva processada por filtracéo.

Buriti (Mauritia flexuosa) Oleo 100% puro. Extraido mediante prensagem
a frio da polpa do fruto e posterior filtragdo.

Tucuma (Astrocaryum vulgare) Oleo 100% puro. Extraido mediante prensagem
a frio da polpa do fruto e posterior filtracéo.

Quadro 1: Especificacdes do fornecedor dos 6leos essenciais de Copaiba, Tucuma e Buriti
usados na pesquisa.

Microrganismo utilizado

Utilizou-se, neste estudo, linhagem bacteriana padronizada de Staphylococcus
aureus (linhagem CCCD S003 CEFAR Diagnostica — Brasil), que foi submetida aos
testes de resisténcia e sensibilidade ao antimicrobiano de uso comum (Amoxicilina 30
Ug) e as solugbes antimicrobianas dos 6leos vegetais.

A cepa mantida congelada a -18 °C em caldo Brain-Heart-Infusion (BHI) com
Glicerol. A recuperacgao das cepas foi realizada em Agar Nutriente com incubacao por
24 horas a 37 °C. Ap0s este periodo, foram transferidas duas algcadas da cultura em
BHA (BHI + agar) para solugao salina estéril (NaCl 0,85 %) até turvacdao compativel
com o grau 0,5 da escala de Mac Farland. Em seguida, com auxilio de swab estéril,
as culturas foram inoculadas de forma homogénea em placas Agar Muller-Hilton (MH).

Teste de sensibilidade antimicrobiana (antibiograma)

O teste comparativo com o antibibtico para avaliar a sensibilidade antimicrobiana
in vitro dos isolados foi realizado mediante a técnica de difusdo em agar Mueller-Hinton
segundo Quinn et al. (1994) de acordo com protocolo proposto pelo NCCLS (2000).

Para tanto, o agar foi preparado de acordo com as indicacdées do fabricante,
ajustando-se o pH (7,2 — 7,4). Em cada placa de 150 mm e foram distribuidos 50-60
mL do meio de incubacao, para que este apresentasse espessura homogénea de 3-4

mm.
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O método da difusdo em disco de papel foi realizado apds a ativagdo do S.
aureus. Posteriormente, o microrganismo foi semeado em placas com agar Mueller-
Hinton com auxilio de um swab estéril. A inoculacéo foi feita em forma de estrias na
superficie do agar em trés dire¢des, girando a placa em angulo de 60° apds cada
estria.

A seguir, sobre a superficie semeada, foram colocados, com o auxilio de uma
pinca estéril, os discos de papel filtro estéreis (previamente cortados no diametro
padréo de 6 mm e esterilizados em estufa a 180 °C por 2 horas), impregnados com o0s
Oleos (ficaram no dessecador por 24 horas ap6s serem embebecidos com 0s 0leos).
As placas foram incubadas a 36 °C por 48 horas.

Os testes foram realizados em triplicata e os resultados expressos pela média
aritmética do didmetro dos halos de inibicdo formado ao redor dos discos nas 3
repeticbes, em mm, usando um paquimetro, que foi encostado na parte de tras da
placa de Petri invertida.

Teste da concentracao inibitéria minima (CIM)

A Concentracédo Inibitéria Minima (CIM) foi determinada pela atividade
antimicrobiana com base no diametro dos halos de inibicéo, sendo este superior a
11 mm. As placas foram incubadas em estufa bacteriol6gica a 37 °C por um periodo
de 24 horas (QUINN et al., 1994). A CIM foi considerada a menor concentracdo do
extrato que inibiu completamente o crescimento bacteriano, ou seja, presenca do halo
de inibicao.

A determinacdao da CIM foi feita pelo método da diluicdo seriada, utilizando
discos de papel dos 6leos essenciais em agar Mueller-Hinton. Os éleos foram diluidos
em éter etilico na proporcéo de 1:1; 1:2; 1:4; 1:8, 1:16 e 1:32 para a determinacgéao
da atividade antimicrobiana das plantas testadas (6leos). Para o controle negativo,
foi agua destilada. Como controle positivo, foi utilizado o disco com o antimicrobiano
Amoxicilina (AMC) (30 ug).

A suspensao-inéculo foi preparada em solugao salina (NaCl na concentracéo de
0,85%), a partir de culturas de 18-20 horas em agar sangue e a turbidez da suspensao
padronizada com o tubo 0,5 da escala de MacFarland. As placas foram inoculadas
com alcas descartaveis, calibradas para 1 pL, dentro de 30 minutos de preparo do
in6culo. A sensibilidade da amostra ao crescimento microbiano foi considerada para
medidas superiores a 11 mm do didmetro de halo formado (QUINN et al., 1994).

Analise dos dados

Para a CMI, a analise foi do tipo descritiva, com 0s seguintes parametros:
resistente, intermediario, sensivel e nado avaliado. Os diametros dos halos de
inibicdo de crescimento foram registrados e interpretados de acordo com os padrdes
estabelecidos pelo NCCLS (2000).
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31 RESULTADOS E DISCUSSAO

Para comparar o potencial antimicrobiano entre os 6leos essenciais de copaiba
(Copaifera langsdorffii), buriti (Mauritia flexuosa) e tucuma (Astrocaryum vulgare),
foram avaliados os efeitos inibitorios destes frente a cultura de S. aureus e, para tanto,
os halos de inibicdo bacteriana foram medidos. Na Tabela 1, pode ser observado o
resultado do teste de sensibilidade do S. aureus ao antimicrobiano Amoxicilina (AMC)
30 ug e a agua (Figura 1). Nota-se que a cepa avaliada apresentou comportamento
sensivel ao antimicrobiano AMC, segundo NCCLS (2000).

Antibiético (ug) Halo (mm) Perfil
Amoxicilina (30) 16,5 S
Agua 0 R

S — Sensivel, R - Resistente

Tabela 1: Teste de sensibilidade do S. aureus ao antibiético de uso comum na terapia humana e
veterinaria, segundo NCCLS (2000), como resultado do diametro do halo formado e medido em
milimetros (mm).

Figura 1: Antibiogramas com Amoxicilina (30 pg), controle positivo, € com agua, controle
negativo. Fonte: Rezende (2017)

Langoni etal. (2000) observaram que, quando realizado o tratamento intramamario
de casos de mastites bovinas com a amoxicilina (62,5 mg), houve indice de cura de
71,4% para mastite subclinica e 66,7% para mastite clinica em funcéao da presenca da
Staphylococcus aureus. Freitas et al., (2005) relataram que os estafilococos mostram
elevada resisténcia a AMC, sendo que observaram frequéncias de sensibilidade para
amoxicilina de 25% e para penicilina, de 20%.

Na avaliacdo da concentragcédo inibitéria minima (CIM), o éleo de copaiba
apresentou halode inibicao inferioraos 11 mm (Figura 2A), associado ao comportamento
de sensibilidade segundo NCCLS (2000). Nas diluicdes 1:1, 1:2 e 1:4, 0 6leo de copaiba
apresentou halo de inibicdo de 8,0; 9,0 e 9,0 mm, respectivamente. Nas diluicées 1:8,
1:16 e 1:32, o halo formado foi diminuindo até zero na maior diluicdo, podendo-se
inferir que os resultados demonstram maior potencial de inibicéo (Tabela 2).

Producao e Controle de Produtos Naturais 2 Capitulo 3




Diluicoes

Oleos Essenciais

11 1:2 1.4 1:8 1:16 1:32
Copaiba 80 9,0 90 40 20 0,0
Buriti 50 3,0 0,0 0,0 0,0 0,0
Tucuma * * * * * *

* dados ndo avaliados

Tabela 2: Avaliagé@o da concentragao inibitéria minima (CIM) dos tratamentos avaliados pela
média aritmética do didmetro do halo, expresso em milimetro (mm).

Quanto aos resultados para o 6leo essencial de tucuma, estes néo puderam ser
obtidos pela dificuldade da sua manipulagéo. O referido 6leo, que é muito espesso e
dificilmente diluido, ndo pdde ser embebido nos discos de difusdo para a analise.

. i’im l"“ c'im

Figura 2: Concentracao inibitéria minima (CIM) do éleo de copaiba, em A, e do 6leo de buiriti,
em B, avaliado pelo halo de crescimento da cultura do Staphylococcus aureus.

Fonte: Rezende (2017)

Dentre as pesquisas voltadas ao controle do crescimento do S. aureus, um dos
principais agentes da mastite bovina, com o 6leo de copaiba, pode-se citar o estudo
realizado por PIERI et al, (2009), que avaliaram o efeito antimicrobiano de éleo de
duas espécies copaiba (Copaifera langsdorffii e a Copaifera officinalis), medindo
os halos de inibicdo do crescimento da cultura. Os autores constataram resultados
satisfatorios, ou seja, os 6leos de ambas as espécies tiveram agcdo antibacteriana
sobre os S. aureus.

Quanto ao 6leo essencial do buriti, observaram-se halos de inibicdo do crescimento
da cultura de S. aureus com 5 e 3 mm nas diluicbes 1:1 e 1:3, respectivamente, ambos
inferiores a 11 mm, considerado como sensivel ao crescimento microbiano(NCCLS,
2000), ou seja, a cultura foi resistente ao efeito antimicrobiano do 6leo de buriti
(Figura 2B). Contrario aos resultados obtidos no presente estudo, Batista et al.,
(2012) verificaram eficiéncia do 6leo essencial de buriti em reduzir a contagem de
Staphylococcus aureus em ensaio de atividade antimicrobiana in vitro.

Silveira et al., (2005) avaliaram particbes de frutos de buriti, em hexano e em
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acetato de etila do mesocarpo/endocarpo. Observaram que foram altamente inibitorias
para Pseudomonas aeruginosa e Staphylococcus aureus, mas nao foram capazes
de inibir significativamente a cepa de E. coli. O extrato etandlico bruto do epicarpo/
mesocarpo de M. vinifera inibiu significativamente apenas as cepas Gram negativas o
que, segundo os autores, pode ser devido, principalmente, aos constituintes da particao
em acetato de etila do epicarpo/mesocarpo. As particdes lipofilicas do epicarpo/
mesocarpo e do mesocarpo/endocarpo de M. vinifera foram as mais inibitérias para
a cepa de S. aureus e séao explicadas pelos acidos graxos presentes, principalmente
nos extratos lipofilicos, que podem ser os responsaveis pela atividade antimicrobiana
encontrada nessa planta. Esses dados sugerem que os métodos de extracao e os
diferentes componentes da arvore tém efeitos antimicrobianos diferentes.

Marangon et al., (2016) avaliaram a atividade antimicrobiana dos 6leos essenciais
de Copaiba e de Buriti. Observaram que o 6leo de copaiba mostrou atividade contra
Staphylococcus aureus com uma CIM de 62,5 ugmL™' e comportamento bacteriostatico.
O Oleo de buriti, por sua vez, nao apresentou atividade até 4000 ug mL".

41 CONCLUSOES

Os 6leos essenciais de copaiba (Copaifera langsdorffii) e buriti (Mauritia flexuosa)
nao apresentam potencialidade para controlar o crescimento do Sthapylococus aureus
nas condi¢cdes do presente estudo.

O 6leo de tucuma, da maneira como foi preparado, nao tende aos requisitos da
técnica de disco-difuséo.
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RESUMO: A utilizacdo de plantas medicinais com propriedades curativas tem sido
realizada ao longo da histéria caracterizando-se como parte da cultura de varios povos
no tratamento e cura de doencgas. Ao longo dos anos e com o desenvolvimento da
tecnologia e industrias farmacéuticas, as plantas medicinais foram industrializadas
a fim de se obter um medicamento e o fitoterdpico € o produto resultante desse
processo. Diante dessa perspectiva, o objetivo do estudo foi identificar evidéncias
disponiveis na literatura sobre a caracterizacéo e utilizacdo adequada de produtos
fitoterapicos. Para tanto, realizou-se uma revisdo narrativa mediante busca em bancos
de dados eletrénicos bem como livros e legisla¢des sobre a caracterizacao e utilizagao
adequada de produtos fitoterapicos. As bases de dados consultadas foram: Scielo,
Biblioteca Virtual em Saude (BVS) e Revistas Eletronicas de Saude, com dimenséo
temporal entre 1996 e 2019. Como critérios de incluséo utilizaram-se artigos cientificos
completos, dissertacdes, livros e manuais do Ministério da Saude em portugués e
inglés intrinsecos ao tema. Verificou-se que a caracterizacao e utilizacdo de produtos
fitoterapicos é uma abordagem de significativa importancia, uma vez que, o uso
incorreto destes medicamentos pode causar efeitos indesejaveis a saude humana.

PALAVRAS-CHAVE: Fitoterapico. Plantas medicinais. Revisdo narrativa. Saude
humana.

ABSTRACT: The use of medicinal plants with healing properties has been carried
out throughout history, being characterized as part of the culture of several peoples
in the treatment and cure of diseases. Over the years and with the development of
technology and pharmaceutical industries, medicinal plants have been industrialized
in order to obtain a medicine and herbal medicine is the product resulting from this
process. Given this perspective, the objective of the study was to identify evidence
available in the literature on the characterization and proper use of herbal products. For
this, a narrative review was carried out by searching electronic databases as well as
books and legislation on the characterization and proper use of herbal products. The
databases consulted were: Scielo, Virtual Health Library (VHL) and Electronic Health
Journals, with a temporal dimension between 1996 and 2019. As inclusion criteria,
full scientific articles, dissertations, books and manuals from the Ministry of Health
in Portuguese and English intrinsic to the theme were used. It was found that the
characterization and use of herbal products is an approach of significant importance,
since the incorrect use of these drugs can cause undesirable effects on human health.

KEYWORDS: Herbal medicine. Medicinal plants. Narrative review. Human health.
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INTRODUGCAO

As plantas medicinais sdo consideraras elementos que compde parte da
biodiversidade e sdo amplamente utilizadas desde os primérdios da civilizagdo por
varios povos e de diferentes formas (FIRMO et al.,, 2011). Ao longo do tempo os
atributos curativos dos vegetais foram sendo cada vez mais identificados e usados,
de modo que, os conhecimentos das técnicas utilizadas e o emprego sdo transmitidos
de geracéao para geragao, proporcionando um saber cultural e valioso (DUTRA, 2009).

No decorrer dos anos e com o desenvolvimento da tecnologia e industrias
farmacéuticas, as plantas medicinais foram industrializadas a fim de se obter um
medicamento para o tratamento e/ou cura de enfermidades e o fitoterapico € o produto
gerado desse processo. Basicamente, medicamento fitoterapico é aquele obtido
empregando-se exclusivamente matérias-primas ativas vegetais. Devido aos avancos
cientificos, a classe desse medicamento encontra-se em um crescimento progressivo
no mercado, pois, tem sido comprovada a eficacia das plantas medicinais, através de
estudos quimicos e farmacolégicos (BRASIL, 2004; GIRALDI; HANAZAKI, 2010).

Estima-se que no Brasil aproximadamente 82% da populagéo utiliza produtos a
base de plantas medicinais nos cuidados a saude, evidenciando sua relevancia a nivel
econbémico e social, seja por meio de conhecimento empirico, na medicina popular
ou conhecimento cientifico, nos sistemas oficiais de sautde (RODRIGUES; SIMONI,
2010).

Contudo, apesar de ser fabricado de maneira natural, apresentar precos mais
acessiveis, ser considerado eficaz e seguro faz-se necessario elucidar que a utilizagéo
de fitoterapicos pode desencadear reagcbes adversas intrinsecas ou extrinsecas. As
intrinsecas estao associadas a prépria composi¢cao quimica do medicamento, que pode
causar toxicidade, interacdo com outros farmacos e reacao idiossincratica. Enquanto
qgue, as extrinsecas estao relacionadas a falhas na producao, que podem acontecer
por identificac&o incorreta da planta, provocando erro de medicagdo e contaminacéo
por praguicidas (SILVA et al., 2006; ZAMBOM, 2018).

A utilizacdo de produtos fitoterapicos requer cuidados semelhantes aos
medicamentos sintéticos, para isso, o individuo deve obter informacgdes de profissionais
da saude aptos, os quais devem informar sobre as reacbes adversas garantindo a
seguranca e eficacia do produto na terapéutica. Desse modo, o objetivo do estudo
foi identificar evidéncias disponiveis na literatura sobre a caracterizacéo e utilizagao
adequada de produtos fitoterapicos.

METODOLOGIA

O estudo baseia-se em uma revisao narrativa realizada mediante busca
em bancos de dados eletronicos, livros e manuais do Ministério da Saude sobre a
caracterizacao e utilizacao adequada de produtos fitoterapicos. As bases de dados
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consultadas foram: Scielo, Biblioteca Virtual em Saude (BVS) e Revistas Eletrénicas
de Saude, com dimensao temporal entre 1996 e 2019. Na estratégia de busca, foram
utilizados os descritores: biosseguranca, plantas medicinais, fitoterapicos e promocéo
da saude. Como critérios de inclusao utilizaram-se artigos cientificos completos,
dissertagdes, livros e manuais do Ministério da Saude em portugués e inglés intrinsecos
ao tema. Foram excluidas as publicac¢des cientificas que nao estavam de acordo com
a abordagem proposta.

RESULTADOS E DISCUSSAO

A utilizacao da fitoterapia na terapéutica humana é considerada um dos
processos terapéuticos mais antigos da humanidade, apresentando origem tanto do
conhecimento empirico como cientifico. A palavra fitoterapia origina-se dos termos
Phyton, que significa “vegetal” e Therapeia, que significa “terapia” originando o termo
“terapia utilizando plantas”. A fitoterapia é altamente expandida no mundo todo como
um método natural preventivo, conservador, regenerador e curativo. O reconhecimento
de seu valor como recurso clinico, farmacéutico e econémico levou muitos paises
a aplica-la como politica publica de saude (ALVES; SILVA, 2002; BARRETO, 2011;
GRIBNER; RATTMANN; GOMES, 2019).

No Brasil, produto fitoterapico é definido através da RDC n° 14/2010 como,
medicamento obtido utilizando-se exclusivamente matérias-primas ativas vegetais, cuja
eficacia e seguranca sdo comprovadas através de levantamentos etnofarmacolégicos,
de utilizacdo, documentagdes tecnocientificas ou evidéncias clinicas. Caracteriza-
se pelo conhecimento da eficacia e dos riscos de seu uso (seguranca), bem como
pela reprodutibilidade e manutencdo de sua qualidade. Vale destacar que, ndo séo
incluidos no medicamento fitoterapico substancias ativas isoladas, de qualquer origem,
tampouco as associacdes destas com extratos vegetais (BRASIL, 2010).

No periodo contemporéneo, o interesse pela fitoterapia aumentou de forma
relevante entre usuarios, pesquisadores e servicos de saude. O crescimento da
demanda por fitoterapicos pode estar relacionado a uma alternativa mais saudavel e
menos prejudicial de tratamento e também a uma insatisfacéo das pessoas associada
a falta de acesso aos medicamentos sintéticos (TUROLLA; NASCIMENTO, 2006;
ROSA, CAMARA; BERIA, 2011).

Levando em consideracao a qualidade e inocuidade de produtos vegetais,
o principal 6rgao responsavel pela regulamentacdo de plantas medicinais e seus
derivados no Brasil é a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA), vinculada
ao Ministério da Saude, que tem como fungdo proteger e promover a saude da
populacédo garantindo a seguranca sanitaria de produtos e servigos além de colaborar
com a construcdo de seu acesso (BRASIL, 1999). Uma das atividades realizadas pela
ANVISApara garantir a seguran¢a da saude das pessoas € o registro de medicamentos,
etapa em que esses produtos sdo avaliados quanto a sua seguranca, eficacia e
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qualidade antes de serem comercializados. Em 2008, através de um levantamento da
ANVISA, foi verificado um total de 512 medicamentos fitoterapicos registrados, sendo
80 fitoterapicos associados e 432 simples, quer dizer, obtidos de derivados de apenas
uma espécie vegetal. As principais formas farmacéuticas cadastradas (Figura 1) foram
as capsulas, seguidas de comprimidos, demonstrando desse modo, o predominio das
formas farmacéuticas solidas no registro de fitoterapicos (CARVALHO et al., 2008).

Figura 1: Formas farmacéuticas de medicamentos fitoterdpicos registrados pela ANVISA
Fonte: Carvalho et al. (2008).

Embora a ANVISA seja responsavel pela regulamentacéo de plantas medicinais
e seus derivados, estudos sugerem que algumas vezes, os produtos fitoterapicos
apresentam processos de avaliacdo de seguranca e eficacia menos rigorosos e
questionaveis, quando comparados com medicamentos comerciais. Acredita-se que
se um medicamento a base de planta vem sendo utilizado a um longo periodo de
tempo e ndo ha registros de toxicidade, eles sdo considerados como seguros, quando
usados adequadamente, em doses terapéuticas comuns (MOREIRA et al., 2014).

Contudo, a auséncia de um registro de toxicidade de um determinado
fitoterapioco ndo & determinante para considera-lo ausente de efeitos adversos. O
tipo de toxicidade e os sinais clinicos podem contribuir para evidenciar os efeitos que
o fitoterapico pode causar, quer dizer, se houver sintomas agudos e efeitos toxicos
(distarbios gastrointestinais e efeitos dermatoldgicos) a curto prazo possivelmente
estas reacdes estao associadas ao uso do fitoterapico porém, efeitos adversos a longo
prazo tais como cancer, danos hepaticos, renais e disfuncdes reprodutivas, sdo mais
dificeis de identificar, desse modo, dificilmente estdo associadas ao uso popular de um
medicamento fitoterapico (MOREIRA et al., 2014).

Osfitoterapicos possuemum papelimportante no processo terapéutico, no entanto,
a indicagao desses produtos na medicina humana apresenta-se como uma alternativa
a fim de aumentar as opc¢des terapéuticas oferecidas pelos profissionais de saude e
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néo como um substitutivo de medicamentos sintéticos registrados e distribuidos com
eficdcia assegurada, para as mesmas recomendacodes terapéuticas e ocasionalmente
com indicacOes complementares as existentes, levando em consideracao os preceitos
éticos que regem o0 emprego de xenobibticos nos seres humanos (BRASIL, 1996).

Tendo em vista a riqueza da flora brasileira deveria existir um maior niumero
de informagdes cientificas que viabilizassem uma maior producdo de medicamentos
fitoterapicos, entretanto, implicacdes socioculturais e econdémicas, auséncia de
estudos organizados e integrados e a pequena disponibilidade de dados cientificos
nao possibilitaram ainda, a mudanca desses recursos ao conceito atualizado de
fitoterapico (RATES, 2001).

De acordo com Rates (2001) e Mekuria et al. (2017) s&o considerados como 0s
principais problemas na utilizagdo e implementacéo da fitoterapia no Brasil:

« Prescricéo e dispensacado desprovida de regulamentacédo: os fitoterapicos
sao produtos de venda livre e varias vezes, bonificados;

« A maior parte das plantas nativas ainda nao analisada quanto a sua eficacia
e seguranca;

+ A publicidade de que o natural ndo é prejudicial, excluindo a viabilidade de
efeitos toxicos ou reacdes adversas;

« Os cursos de graduacao em medicina ndo apresentam em seus curriculos,
disciplinas especificas para a utilizacdo desses recursos;

« O numero reduzido de pesquisas farmacocinéticas que viabilizem a defini-
cao de posologias adequadas e o desenvolvimento de formas farmacéuticas
modernas;

« A prevaléncia do uso de literatura promocional como meio de informagéo
profissional, 0 que gera em uma baixa qualidade de informacéo oferecida
ao usuario;

« A maioria das plantas com eficacia comprovada € exdtica e/ou importada e
até para estas, existem poucos achados cientificos acerca de interagdes:
fitoterapico x fitoterapico e fitoterapico x medicamento sintético;

+ A producgéo regulamentada, porém com regulamentacdo ndo verdadeira-
mente implementada;

« A aceitagao cultural e a ligacdo com crencas religiosas, independentes da
comprovacao da eficacia, com aumento consideravel da utilizacao e comer-
cializagéo de produtos inertes ou toxicos;

« Falta de credibilidade quanto a eficacia dos medicamentos fitoterapicos na
terapéutica e possiveis efeitos adversos.

Vale ressaltar, que € muito importante que os profissionais de saude cada
vez mais busquem orientar o usuario quanto ao uso de fitoterapicos da forma mais
adequada possivel, para isso faz-se necessario uma abordagem apropriada, para
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gue se possa entender suas reais necessidades e alternativas a serem oferecidas
e de forma conjunta pode ser decidido a melhor conduta a ser realizada. E preciso
ser proposto um ambiente, no qual o usuario se sinta a vontade e com confianca
tanto para fornecer quanto para receber informacdes, fazendo com que 0 mesmo nao
sinta receio de ser “desaprovado” por estar se automedicando ou optando pelo uso
de plantas medicinais para seu tratamento. E importante que o profissional de satude
haja de forma natural e agradavel para realizar o aconselhamento correto ao paciente
(BLENKINSOPP; PAXTON, 1998; RATES, 2001).

Além disso, Zheng et al. (2019) evidenciaram que ha uma necessidade de haver
esforgos colaborativos entre os profissionais de saude, autoridades governamentais,
consumidores e institutos de pesquisa, de forma especializada e continua, focando
na seguranca e eficacia dos produtos fitoterapicos, destacando a comunicacéao e
colaboracgéo interprofissional, o que resultara na transmissdo de informagdes coerentes
acerca da utilizacdo de produtos a base de plantas.

CONCLUSOES

A caracterizacéo e utilizacdo de produtos fitoterapicos € uma abordagem de
consideravel relevancia, posto que, o uso inadequado destes medicamentos pode
ocasionar efeitos indesejaveis a saude do consumidor. Para isso, € importante que as
autoridades governamentais, profissionais de saude e comunidade cientifica busquem
informar a populagdo em geral acerca dos potencias riscos do uso indiscriminado de
fitoterapicos, buscando assim, a promog¢ao da saude, o que viabiliza o uso adequado
e seguro desses produtos.
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RESUMO: Machaerium eriocarpum Beth.
(Fabaceae) ¢é
como “Angiquinho” e “Espinheira-Santa”. Sua

popularmente reconhecida
ocorréncia no Brasil se restringe as vegetagdes
do Cerrado, Pantanal e Chaco. Esta espécie
€ empregada como planta medicinal no
tratamento de Ulceras e inflamacgdes. Neste
trabalho foi realizado o estudo quimico e bem
como biolégico do extrato hidroetandlico das
folhas de M. eriocarpum. As analises dos dados
obtidos de espectrometria de massas (FIA-
ESI-MS) do extrato permitiram identificar a
presenga de isovitexina, apigenina 4’-metdxi-8-
C-p-D- glicopiranosideo, apigenina 6-C-glicosil-
7-O-p-D-glicopiranosideo, 4’ -metoxi-5,7,3’,5’
- tetrahidroxi-6-glicosil-flavona e acido quinico.
O extrato hidroetandlico apresentou efeito anti-
inflamatorio na dose de 125 mg/Kg. O extrato

Capitulo 5



https://orcid.org/0000-0003-3306-9170
https://orcid.org/0000-0003-3306-9170
http://lattes.cnpq.br/1958613439965014
http://lattes.cnpq.br/1958613439965014

hidroetandlico mostrou inativo no ensaio antiulcera através do modelo de etanol
absoluto nas doses de 125 e 250 mg/Kg. A avaliagdo da atividade antimicrobiana
da isovitexina e da apigenina padrao frente a Helicobacter pylori, Candida albicans,
Staphylococcus aureus, Samonella sp e Escherichia coli. Indicou que a isovitexina é
mais ativa que a apigenina frente a H. pylori e C. albicans.

PALAVRAS-CHAVE: Machaerium, jacaranda, flavonas C-glicosiladas, atividade anti-
inflamatéria, atividade antimicrobiana

CHEMISTRY AND ANTI-INFLAMMATORY, ANTIULCER AND ANTIMICROBIAL
ACTIVITIES EVALUATION: Machaerium eriocarpum BENTH.

ABSTRACT: Machaerium eriocarpum Benth. (Fabaceae) is popularly recognized as
“Angiquinho” and “Espinheira-Santa”, occurring in Brazil onlyin Cerrado, Pantanal and
Chaco vegetations. This species is used as medicinal plant on ulcer and inflammation
treatments. In this work both the chemical and biological studies of hydroethanolic
extract of M. eriocarpum leaves was performed. Mass spectrometru data acquired by
FIA-ESI-MS analysis allowed the identification of isovitexin, apigenin-4’-methoxy-8-C-
B-D-glucopyranoside, apigenin-6-C-glucosyl-7-O-p-D-glucopyranoside, 4’-methoxy-
5,7,3,5’-tetrahydroxy-6-glucosyl-flavone and quinic acid. The hydroethanolic extract
showed anti-inflammatory effect at 125 mg/kg did not show antiulcer activity using the
absolute ethanol-induce model at concentrations of 125 e 250 mg/kg.. Antimicrobial
activity evaluation of isovitexin and apigenin standard against Helicobacter pylori,
Candida albicans, Staphylococcus aureus, Samonella sp and Escherichia coliindicated
that isovitexin is more active than apigenin against H. pylori and C. albicans.

KEYWORDS: Machaerium, jacaranda, C-glycosylated flavones, anti-inflammatory
activity, antimicrobial activity

INTRODUGCAO

Machaerium Persoon é um género neotropical com cerca de 130 espécies. E um
dos maiores géneros arboreos tropicais da subfamilia Papilionoideade. Compreende
espécies de plantas de habito arboreo e arbustivo-escandente (POLIDO & SARTORI,
2011). Algumas destas tém uma importancia econémica por fornecer madeira-de-lei
conhecida como “jacaranda”. Espécies que dispdem o caule lenhoso e rigido séao
empregadas em marcenarias, enquanto as de lenho menos rigido e leve sao utilizadas
na fabricacao de rolhas, afiadores de navalha e também em pequenas pecas artesanais
(BASTOS, 1987).

Algumas espécies sdo de uso etnofarmacologico, dentre elas Machaerium
eriocarpum Benth., cujas entrecascas sao utilizadas popularmente no tratamento de
inflamacdes (POTT & POTT, 2004). E comumente conhecida como “Espinheira” e
“Jacarandd”. Possui sinonimia com as seguintes espécies Machaerium martii Tul. e M.
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spinosum Micheli (FILARDI, 2015).

Espécies pertencentes a este género produzem principalmente flavondides
(SEO et al., 2001; DONELLY, 1982; IMAMURA et al., 1982; KUROSAWA et al., 1978;
OLLIS et al., 1978; OLIVEIRA et al., 1968; OLLIS et al., 1968; BENTO et al., 2018;
RIBEIRO et al., 2016). Até o dado momento somente trés espécies deste género
tiveram seus estudos com base em extratos de alta polaridade envolvendo seus
materiais vegetais. O extrato etandlico das raizes de M. aristulatum e bem como suas
isoflavonas apresentaram atividade antigiardial (EL SOHLY et al., 1999). A partir do
extrato alcoolico das raizes e galhos de M. floribundum foi isolada uma procianidina
com acao antibacteriana frente a Pseudomonas maltophilia (WAAGE et al., 1984). De
acordo com RIBEIRO e colaboradores (2016) o extrato hidroetanélico das folhas de
M. hirtum apresentaram seis C-flavonas glicosiladas sendo quatro delas derivadas da
apigenina e duas da luteolina. O estudo quimico do extrato hidroetandlico das folhas
de M. eriocarpum resultaram no isolamento de isovitexina, apigenina 4’-metoxi-8-C-3-
D-glicopiranosideo, 4 -meto6xi-5,7,3 ,5 -tetrahidroxi-6-glicosil-flavona e apigenina-6-C-
glicosil-7-O-B-D-glicopiranosideo, bem como na atividade alelopatica da isovitexina e
deste extrato frente a sementes de sorgo (BENTO et al., 2018). Como FIA-ESI-IT-MS
trata-se de uma técnica extremamente versatil por ser direta e rapida na identificagao
de constituintes em extratos vegetais, o intuito deste trabalho foi obter uma analise
qualitativa do extrato hidroetandlico das folhas de M. eriocarpum e avaliar seu potencial
anti-inflamatorio, antiulcerogénico e antimicrobiano.

PARTE EXPERIMENTAL

O material vegetal de Machaerium eriocarpum Benth. Foi coletado em Savana
estépica arborizada ou Chaco arborizado no municipio de Porto Murtinho-MS, pela
botanica Angela Lucia Bagnatori Sartori da Universidade Federal de Mato Grosso do
Sul. A exsicata encontra-se depositada no Herbario CGMS (CGMS 411323).

O material foi seco em estufa a 40 °C e moidos em moinho de facas com um
tamanho médio de particula de 1 a 3 mm.

As folhas de M. eriocarpum foram submetidas a percolagdo simples pelo
método de extracdo exaustivo segundo PRISMA, (1995). O processo teve inicio com
o intumescimento prévio de aproximadamente 700 g do p6 com 4 L de etanol 70%
(V/V). Em seguida, o percolador foi empacotado com a mistura (pd + EtOH 70%) de
forma mais homogénea possivel, respeitando a proporcao 4:1 (cada 4 referente ao
percolador 1 do p6 da espécie) em relacdo ao tamanho do percolador. A vazédo do
percolador foi ajustada para aproximadamente 30 gotas/min.

ApOs a extracdo, o solvente foi rota-evaporado sob pressédo reduzida em
temperatura de 42 °C e armazenado em frasco ambar vedado. Apds esse processo foi
determinado o rendimento do extrato das folhas (15,1%).
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Analises por espectrometria de massas

Os espectros de massas foram realizados em espectrémetro de massas LCQ
FLEET (ESI-IT-MS", Thermo Scientific®), equipado com dispositivo de insercéo direta
da amostra via analise por injecdo em fluxo continuo (FIA).

As matrizes estudadas foram analisadas no modo de ionizagao por electrospray
(ESI) e as fragmentacdes em multiplos estagios (MS") realizadas em uma interface do
tipo ion-trap (IT). O modo negativo foi escolhido para a geracéo e anélise dos espectros
de massas em primeira-ordem (MS), bem como para os demais experimentos em
multiplos estagios , sob as seguintes condi¢des: voltagem do capilar -4 V, voltagem
do spray -5 kV, temperatura do capilar 280 °C, gas de arraste (N,) fluxo 60 (unidades
arbitrarias). Afaixa de aquisi¢cao foi m/z50-2000, com dois ou mais eventos de varredura
realizados simultaneamente no espectrémetro de massas LCQ.

O primeiro evento foi uma varredura completa (full-scan) do espectro de massas
para adquirir os dados dos ions na faixa m/z estabelecida. Os demais eventos foram
experimentos MS" realizados a partir dos dados da primeira varredura para ions
precursores pré-selecionados com energia de colisdo entre 25 e 30% da energia total
do instrumento.

O software Xcalibur (Thermo Scientific®) foi utilizado durante a aquisicdo e
processamento dos dados espectrométricos.

Ensaios bioldgicos

Edema de Orelha Induzido por Acido Araquidénico (AA) (YOUNG et al., 1984
com modificacdes).

Paraavaliar a participagdo doAAnaacéao anti-inflamatoria do extrato hidroetandlico
das folhas de M. eriocarpum, foi utilizado o modelo experimental de inducao de edema
com o uso topico do AA. Para inducdo desse edema de orelha, 20 pL de AA diluido em
acetona na concentracao de 2 mg/20 pL, foram aplicados topicamente na orelha direita
dos camundongos machos (10 pL na face anterior da orelha, 10 pL na face posterior). A
orelha esquerda foi utilizada como controle. Os animais (n=8-10), submetidos ao jejum
por 2 horas, foram tratados 2 horas antes da indu¢cédo do edema com dexametasona
(5 mg/kg, i.p) e uma hora antes da inducéo do edema tratados oralmente com veiculo
(salina) ou extrato hidroalcoodlico das folhas de M. eriocarpum (125 e 250 mg/kQ).
Ap6s uma hora da indugdo do edema, os animais foram mortos e foi retirada uma
secc¢ao circular (7 mm de didmetro) de suas orelhas esquerda e direita com o auxilio
de um puncher (perfurador). Logo em seguida as orelhas foram pesadas e o edema
foi expresso pela diferenca de massa (mg) entre a orelha direita e a orelha esquerda.

Indugéo de ulcera gastrica por etanol absoluto
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Baseado no modelo descrito por ROBERT et al., (1979) com modificagcdes,
ratos machos Wistar foram divididos aleatoriamente em grupos e pesados para seus
respectivos tratamentos (salina 0,9 %, carbenoxolona (100 mg/kg) e droga-teste (curva
dose-resposta). Cada tratamento foi administrado por via oral em dose volume de 10
mL/kg. Decorridos 60 minutos, 1 mL do agente lesivo (etanol P.A.) foi aplicado em
todos os animais. Transcorridas uma hora deste tratamento, todos os animais foram
mortos e os estbmagos analisados para a obtencdo da area das lesbGes gastricas
utilizando-se o programa AvSoft BioView.

Avaliagdo da atividade antimicrobiana

Foram utilizadas cepas padrbes de Helicobacter pylori ATCC 43504, Salmonella
sp ATCC 19196, Staphylococcus aureus ATCC 25923, Escherichia coli ATCC 25922
e Candida albicans ATCC 10231.

Determinacé&o da Concentrac&o Inibitoria Minima - CIM

A CIM foi determinada pela técnica de diluicdo em microplacas (96 orificios) de
acordo com a metodologia descrita na norma M7-A6 do Manual Clinical and Laboratory
Standards Institute (2006a) para as bactérias aerébicas ( E. coli, S. aureus e Salmonella
sp) e adaptado para as fastidiosas (H. pylori) seguindo suplemento M100-S16 do
CLSI (2006b) com modificacées (SPOSITO et. al., 2019). Para a Candida albicans foi
utilizada a metodologia descrita na norma M27-A3 do CLSI (2008).

Os orificios das microplacas foram preenchidos com 100 uL de caldo Muller-
Hinton nos testes com as bactérias e RPMI-1640 para a levedura. Os extratos
vegetais foram diluidos (1000 a 7,8 uL) e acrescentados aos orificios das microplacas.
Adicionalmente foram colocados 20 uL das suspensdes dos microrganismos diluidos
adequadamente 1,0 x 108 UFC/mL de bactérias e 5 x 10 UFC/mL de leveduras. Como
controle positivos foram utilizados a anfotericina B (32 pug/mL), fluconazol (256 ug/
mL), amoxicilina (100 ug/mL) e ampicilina (50 pg/mL). Os testes foram realizados em
triplicata.

As microplacas foram incubadas em estufa a 37°C por 24 horas para E. coli,
S. aureus e Salmonella sp; 48 horas para C. albicans e 72 horas sob condi¢cdo de
microaerofilia para H. pylori.

A leitura dos testes foi realizada utilizando resazurina a 100 pg/mL nos testes
com bactérias e 2,3,5-trifeniltetrazélio (TTC) a 2% com levedura.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Afim de se ter um panorama geral da composi¢cao quimica do extrato foi realizada
a analise por ESI-MS. Foram realizados experimentos MS" dos picos majoritarios a fim
de obter dados adicionais que permitissem obter mais informacdes sobre as estruturas
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das substancias.

Os picos apresentados pelo espectro de massas foram comparados com
substancias ja isoladas e identificadas anteriormente. Através da fragmentacéo
nos experimentos de MS? para os compostos 1-5 foram observados fragmentos
caracteristicos referentes a quebra interna da unidade de agucar, com perdas de 120
Da e 90 Da a partir do ion molecular, indicando hexoses C-glicosiladas (CUYCKENS
& CLAEYS, 2004).
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Figura 1: Espectro de massas em full-scan do extrato bruto hidroalcéolico de folhas de M.
eriocarpum (FIA — ESI — IT, modo negativo)

A confirmacao de que o pico 1 (Figura 1) corresponde a apigenina-6-C-3-D-
glucopiranosideo, se da através dos fragmentos de m/z 431 Da [M-90-H] e m/z 311
Da [M-120-H], os quais indicam a presenca de uma hexose C-glicosilada ligada a
aglicona. Hexoses C-glicosiladas sofrem perdas de 134 Da, 120 Da e 90 Da, devido
as quebras internas do acucar devido a ligacédo C-C do agUcar com a aglicona ser forte
(CUYCKENS & CLAEYS, 2004).

De modo analogo ocorreu a confirmagdo do apigenin 6-C-glucosyl-7-O-3-D-
glucopyranoside, 2. O fragmento de m/z 593 refere-se ao ion pseudo-molecular. E
A fragmentacao do ion precursor de m/z 593, fornece o ion produto de m/z 311 Da
[M-162-120-H];, permitindo inferir que a mesma se trata de um derivado de apigenina
contendo uma O-hexose e uma C-hexose.

O pico 3 de m/z 492 juntamente com os fragmentos de m/z 401 e 371 referem-se
as perdas de 90 e 120 unidades, as quais denotam a presencga de outro derivado de
tricina contendo uma C-hexose, 4’ -metdxi-5,7,3’,5’ - tetrahidroxi-6-glicosil-flavona, 3.

A presengca de outra apigenina pode ser evidenciada através do ion
pseudomolecular de m/z 447, juntamente com os fragmentos de m/z 357 e 327, os
quais indicam a presenca de uma C-hexose ligada a este derivado, apigenina-4’-
met6xi-8-C-glicosideo, 4 .

No espectro em full-scan do extrato de M. eriocarpum (Figura 1), observa-
se o fragmento de m/z 191. Como a presenca de acidos fendlicos € muito comum
em extratos polares de plantas, realizou-se a injecdo do padréo de acido quinico 4
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(Aldrich). A comparacao do padrdao de fragmentacdo do acido quinico e do espectro
de segunda ordem do ion precursor de m/z 191 sugere-se que estes se referem ao
mesmo composto. A fragmentacdao MS? forneceu os ions produtos de m/z 85, 93, 111,

127, 173.
Constituinte m/z [M-HJ Fragmentacao MS"
1 431 323; 313; 179; 161
2 593 473; 431; 341; 311
3 491 473; 401; 371
4 447 429; 357; 327
5 191 173;127; 111; 93; 85

Tabela 1: Substancias propostas através da analise do espectro de massas em full-scan do
extrato bruto hidroalcoolico de folhas de M. eriocarpum

Foi utilizado o modelo experimental inflamatério de edema de orelha induzido
por acido araquidénico para avaliar o efeito da M. eriocarpum. Trata-se de um modelo
€ estratégico e interessante, pois € mais especifico e avalia a cascata inflamatéria
gerada pela acdo das enzimas cicloxigenase e lipoxigenase sobre 0 acido araquiddnico
produzindo prostaglandinas, prostaciclinas e leucotrienos, importantes eicosanéides
envolvidos na inflamacéo e dor inflamatoria.

No modelo do edema de orelha induzido pela aplicacédo topica de acido
araquiddnico, os animais foram tratados com o extrato de M. eriocarpum nas doses
125 e 250 mg/kg. Os resultados mostram um bom efeito anti-inflamatoério na dose de
125 mg/kg v.o. (Figura 2). Porém nao foi observado sob a dose de 250 mg/kg.
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Avaliacao do efeito anti-inflamatério do extrato hidroalcodlico de M. erfocarpum (125, 250 mag/kg
v.0) no modelo de edema de orelha induzido pelo dcido araquiddnico. Os resultados foram
expressos como média £ E.P.M (n=8-10) e a significAncia estatistica foi determinada por ANOVA
seguida de teste de Dunnet; *p<0.05; **p <0.01; ***p<0.001. Porcentagem corresponde 4
reducdo da média da diferenga de peso (mg) das orelhas em relacdo ao grupo controle
(veicula).

Figura 2: Avaliagédo do efeito anti-inflamatério do extrato hidroalco6lico das folhas de M.
eriocarpum a partir da diferenca de peso (mg) das orelhas em relagdo ao grupo controle

Ensaio de anti-ulcera
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O extrato etandlico 70% das folhas de M. eriocarpum foram submetidas ao ensaio
de anti-ulcera através do modelo induzido por etanol absoluto nas concentragdes de
125, 250 e 500 mg/kg (Figura 3). Utilizou-se como controle negativo, solug¢ado salina e
positivo o farmaco carbenoxolona (100 mg/kg).

Modelo de ulcera gastrica induzida por etanol absoluto
{Robert at 2i., 1979 com modificagdes)

800-
Bl salina
"-\E‘ Hl Carbenoxolona 100 mgfkg
E 600 B Wachkaeduw eniocanoes 125 malkg
!g Bl Vackaerivn edocampuen 250 mgkg
E 400+ Bl VWachaeriur edocamues 500 mgikg
3
ﬁ 200+
T 92 ,18%
o-

Figura 3: Os nUmeros em porcentagem indicam a protecdo em relagéo ao grupo veiculo.

Os resultados estdo expressos na forma de média + erro padrao da média.
ANOVA com teste a posteriori de Dunnet com **p<0,01.

De acordo com os dados ilustrados acima (Figura 3) o extrato de M. eriocarpum
avaliado nao apresenta atividade antiulcerogénica no modelo de ulcera induzida por
etanol em nenhuma das doses testadas.

Ensaio antimicrobiano

Como no extrato hidroetandlico das folhas foram identificados derivados da
apigenina, e a isovitexina havia sido isolada previamente deste extrato por Bento e
colaboradores (2018), os ensaios antimicrobianos envolveram a avaliacéo do potencial
da isovitexina e da apigenina frente a H. pylori, Salmonella sp, S. aureus, E. coli e C.
albicans (Tabela 2).
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Micr nismo Helicobacter | Salmonella sp | Staphylococcus Ezcherichia Candida
oyiari aUreus colf aibicans

Amaostra
apigenina 250 =1000 500 1000 1000
isovitexina 62,5 =1000 500 1000 250

Tabela 2: Valores da Concentragao Inibitéria Minima (ug/mL) da isovitexina isolada do extrato
hidroetandlico das folhas de M. eriocarpum.

Os resultados ilustrados nesta Tabela 2 demonstram a maior atividade antimicrobiana
da isovitexina em relagao a apigenina frente a Helicobacter pylori e uma boa atividade desta
mesma flavona frente a Candida albicans. Estes dados mostram que a presenga da C-glicose
na posicao 6 do esqueleto flavonoidico favorece a atividade antimicrobiana frente a estes dois

microrganismos.

CONCLUSOES

O estudo quimico do extrato por FIA-ESI-MS permitiu identificar cinco compostos,
sendo eles isovitexina, apigenina 4’-metoxi-8-C-f-D- glicopiranosideo, apigenina
6-C-glicosil-7-O-p-D-glicopiranosideo, 4’ -metoxi-5,7,3',5’ - tetrahidréxi-6-glicosil-
flavona e acido quinico.

Os resultados obtidos indicam que o extrato hidroalcodlico de M. eriocarpum
apresenta o efeito anti-inflamatério na dose de 125 mg/kg. Os resultados mostraram
que no modelo de ulcera induzida por etanol ndo apresentou atividade em nenhuma
das doses testadas (125 e 250 mg/kg).

O ensaio da atividade antimicrobiana com uma das C-flavonas isoladas do extrato
de M. eriocarpum e a apigenina frente a diferentes microrganismos mostrou uma efetiva
atividade antimicrobiana da isovitexina em relacao a apigenina frente a Helicobacter
pylori e frente a Candida albicans. Estes resultados sugerem a presenca da C-glicose
na posicao 6 do esqueleto flavonoidico favorece a atividade antimicrobiana frente a
estes dois microrganismos. Estes dados sugerem que a possivel acéo anti-inflamatéria
do extrato esteja relacionado com a a¢ao antimicrobiana frente a H. pyloridas flavonas
ali presentes.

AGRADECIMENTOS

Os autores agradecem ao suporte financeiro concedido pela FAPESP (N°
2009/16147-5) e a bolsa de estudo para Charlyana Carvalho Bento (Fapesp N°
2011/09568-4).

REFERENCIAS

BASTOS, M. N. C. Contribuicao ao estudo sistematico de algumas espécies do
género Machaerium Persoon (Leguminosae-Papilionoideae) ocorrentes na Amazénia

Producao e Controle de Produtos Naturais 2 Capitulo 5




Brasileira. Boletim do Museu Paraense Emilio Goeldi. Série Botanica, Belém, v. 3, p. 183-278, 1987.

BENTO, C.C. et al. Chemical constituents and allelopathic activity of Machaerium
eriocarpum Benth., Natural Product Research, 2018. DOI: 10.1080/14786419.2018.1508136

CLSI, Clinical and Laboratory tandars Institute. Methodos for dilution antimicrobial susceptibility
tests for bacteria that grow aerobically; approved standards. Manual clinical and laboratory
standards intitute - 6 ed. Document M7-A6 performance standards for antimicrobial susceptibilty
testing. Pennsylvania, 2006a.

CLS], Clinical and Laboratory tandars Institute. Methodos for dilution antimicrobial susceptibility
tests for bacteria that grow aerobically; approved standards. Manual clinical and laboratory
standards intitute - 6 ed. Performance standards for antmicrobial susceptibility testing. Sixteenth
informal supplement M100-S16 (tab 2J). Pennsylvania, 2006b.

CLS], Clinical and Laboratory tandars Institute. Reference methods for broth dilution antifungal
susceptibility test for yeasts; approved standards. Manual clinical and laboratory standards
intitute, CLSI document M27-A3, Pennsylvania, 2008.

CUYCKENS, F.; CLAEYS, M. Mass spectrometry in the structural analysis of flavonoids. Journal
of Mass Spectrometry. 39, 1-15. 2004.

DONELLY, D. M. Studies in Organic Chemistry (Amsterdam), Dublin: University College Dublin.
Volume Date 1981, 11 (Flavonoids Bioflavonoids), p. 263-78, 1982.

EL SOHLY, H. N.; JOSHI, A. S.; NIMROD, A. C. Antigiardial isoflavones from Machaerium
aristulatum. Planta Medica 65: 490, 1999.

FILARDI, F.L.R. 2015 Machaerium in Lista de Espécies da Flora do Brasil. Jardim Botanico do Rio
de Janeiro. Disponivel em: <http://floradobrasil.jbrj.gov.br/jabot/floradobrasil/FB29766>. Acesso em:
07/01/2020.

IMAMURA, H. et al. A benzoquinone and two isoflavans from the heartwood of Machaerium sp.
(Leguminosae). Mokuzai Gakkaishi 28:174-178, 1982.

KUROSAWA, K. et al. Isoflavonoid constituents of Dalbergia and Machaerium species. Part 3.
Vestitol and vesticarpan, isoflavonoids from Machaerium vestitum. Phytochemistry 17: 1413-15, 1978.

OLIVEIRA, A. B.; GOTTLIEB, O. R.; OLLIS, W. D. Chemistry of Brazilian Leguminosae. XVII.
Constituents of Machaerium villosum. 2. Anais da Academia Brasileira de Ciéncias. 40:147-50, 1968.

OLLIS, W. D. et al. Neoflavanoids from Machaerium kuhimannii and Machaerium nictitans and
the recognition of a new neoflavanoid type, the neoflavenes. Chemical Communications. 22:
1392-1393, 1968.

OLLIS, W. D. et al. Neoflavonoid group of natural products. Part 5. Petrostyrene, a
cinnamylphenol from Machaerium acutifolium. Phytochemistry 17: 1379-1381, 1978.

POLIDO, C. D. A., SARTORI, A. L. B. O género Machaerium (Leguminosae-Papilionoideae -
Dalbergieae) no Pantanal Brasileiro. Rodriguesia. 62 (1):107-122, 2011.

POTT, A.; POTT, V. J. Plantas do Pantanal. Brasilia Embrapa, p. 175-176, 2004.

PRISTA, L.N. Tecnologia farmacéutica. VI e Il, 5° ed. Fundagéo Calouste Gulbenkian, 1995.

Producao e Controle de Produtos Naturais 2 Capitulo 5



https://doi.org/10.1080/14786419.2018.1508136
http://floradobrasil.jbrj.gov.br/jabot/floradobrasil/FB29766

RIBEIRO, D.L. et al. Chemical and biological characterisation of Machaerium hirtum
(Vell.) Stellfeld: absence of cytotoxicity and mutagenicity and possible chemopreventive
potential. Mutagenesis, 31: 147-60, 2016.

ROBERT, A. et al. Cytoprotection by prostaglandins in rats. Prevention of gastric necrosis
produced by alcohol, HCL, NaOH. Hypertonic NaCl and thermal injury. Gastroenterology, 77: 433
- 443, 1979.

SEO, E. K. et al. Macharistol, a new cytotoxic cinnamylphenol from the stems of Machaerium
aristulatum. Journal of Natural Products, 64: 1483 -1485, 2001.

SPOSITO, L. et al. In vitro and in vivo anti-Helicobacter pylori activity of Casearia silvestris leaf
derivatives. Journal of Ethnopharmacology, 233: 1-5, 2019.

WAAGE, S. K.; HEDIN, P. A.; GRIMLEY, E. A biologically-active procyanidin from Machaerium
floribundum. Phytochemistry, 23: 2785 - 2787, 1984.

YOUNG, J. M. et al. The mouse ear inflammatory response to topical arachidonic acid. Journal of
Investigative Dertology, 82: 367 - 371, 1984.

Producao e Controle de Produtos Naturais 2 Capitulo 5



CAPITULO 6

EFFECT OF FROZEN STORAGE ON THE
COMPOSITION OF ESSENTIAL OILS FROM ARACA,

Data de aceite: 26/03/2020
Data de submissao: 12/02/2020

Ruver Rodrigues Feitosa Ramalho
Universidade Federal de Goias, Instituto de

Quimica

Goiania — Goias
http://buscatextual.cnpg.br/buscatextual/
visualizacv.do?id=K4487399Z3

Clarissa Damiani
Universidade Federal de Goias, Escola de
Agronomia

Goiénia — Goias
http://buscatextual.cnpg.br/buscatextual/
visualizacv.do?id=K4771335D2

Suzana da Costa Santos

Universidade Federal de Goias, Instituto de
Quimica

Goiania — Goias
http://buscatextual.cnpg.br/buscatextual/
visualizacv.do?id=K4793945U9

Pedro Henrique Ferri
Universidade Federal de Goias, Instituto de

Quimica

Goiania — Goias
http://buscatextual.cnpq.br/buscatextual/
visualizacv.do?id=K4785526A5

Producao e Controle de Produtos Naturais 2

MAROLO AND MIXED PULPS

EFEITODOARMAZENAMENTO CONGELADO
NA COMPOSICAO DOS OLEOS ESSENCIAIS
DE POLPAS DE ARACA, MAROLO E MISTA

RESUMO: Frutos exdticos do Cerrado brasileiro
como araga (Psidium guineense) e marolo
(Annona crassiflora) sdao comercializados em
feiras regionais como polpas cujo consumo
estda aumentando continuamente devido
a preferéncia do consumidor por habitos
alimentares saudaveis. Neste trabalho, os
Oleos essenciais (OEs) de polpas de araca,
marolo e mista (1:1) foram investigados visando
avaliar se o armazenamento congelado por
12 meses preserva a qualidade geral das
polpas frescas. Os OEs foram obtidos por
hidrodestilagdo e analisados por CG-DIC e
CG-EM. Os hidrocarbonetos sesquiterpénicos
constituiram os principais constituintes do
araca, enquanto ésteres foram majoritarios no
marolo. A polpa mista preservou os volateis das
polpas originais, com uma leve tendéncia aos
volateis do marolo. Alguns poucos constituintes
minoritarios s6 ocorrem nessa polpa. A andlise
por redundancia (RDA) resultou em 89,2%
de variancia explicada. A RDA1 separou as
polpas do araca (terpenos) daquelas do marolo
(ésteres), enquanto a RDA2 estabeleceu os
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constituintes minoritarios associados com a polpa mista. A curva de resposta principal
(PRC) mostrou que a variabilidade nos OEs foi causada majoritariamente pela origem
da polpa (87,8%) com pouca influéncia do tempo de armazenamento (2,3%). Assim,
as polpas congeladas armazenadas por 12 meses se assemelharam a polpas frescas,
com pequenas alteragdes em alguns constituintes e retiveram os constituintes volateis
semelhantes aos frutos frescos.

PALAVRAS-CHAVE: Frutos exoéticos, frutos processados, variabilidade quimica,
volateis.

ABSTRACT: Brazilian Cerrado exotic fruits such as araga (Psidium guineense) and
marolo (Annona crassiflora) are sold at regional fairs as pulps, whose consumption is
on the rise due to consumer preference for healthy eating habits. In this study, essential
oils (EOs) from araga, marolo and mixed (1:1) pulps were examined to assess whether
a 12-month frozen storage preserves the overall quality of fresh pulps. EOs were
obtained by hydrodistillation and analyzed by GC-FID and GC-MS. Sesquiterpene
hydrocarbons were the main constituents in araga, whereas esters were the main
constituents in marolo. Volatiles from original pulps were preserved in the mixed pulp,
with a closer association with marolo. Few minor constituents are found only in this
pulp. Redundancy analysis (RDA) resulted in 89.2% of explained variance. RDA1
separated araca pulp (terpenes) from those of marolo (esters), while RDA2 established
minor chemical constituents associated with the mixed pulp. Principal response curves
(PRC) showed that chemovariation in EOs was mainly caused by pulp origin (87.8%),
with storage time playing a minor role (2.3%). Pulps that were stored frozen for 12
months resembled fresh pulps, with small changes in some constituents, and retained
volatiles, similarly to fresh fruit.

KEYWORDS: Exotic fruits, processed fruit, chemical variability, volatiles.

11 INTRODUCTION

The Brazilian Cerrado has a rich biodiversity and is home to species whose fruits
have a high nutritional value. Currently more than 58 species of native fruits are found
in the region, which ensures food diversification and enrichment for the local population
(AQUINO & OLIVEIRA, 2006). However, most fruits are highly perishable, with seasonal
and extractive production (FINCO et al., 2012). As an alternative to increase shelf life,
artisanal fruit processing seeks to prevent postharvest loss and offers a differentiated
product for consumption. Among the native fruits viewed as commercially exploitable
are araca (Psidium guineense Sw.) and marolo (Annona crassiflora Mart.), particularly
due to their pleasant sensory characteristics and nutritional and functional potential.
Moreover, they are well received by consumers both in natura and in the processed
form of pulps, jams, ice creams and juices (ARRUDA & PASTORE, 2019; FRANZON
et al., 2009).
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A product’s shelf life is determined by how long it remains in good sensory and
microbiological conditions for consumption, without compromising taste and health.
These conditions depend on physical, chemical and microbiological transformations
during technological processing and storage (SILVA & ABUD, 2017). Essential oils
(EOs), generally safe (ECFR, 2019) and widely known for their antimicrobial activity
(TONGNUANCHAN & BENJAKUL, 2014), are alternatives to synthetic preservatives in
increasing shelf life. In this scenario, processed frozen pulps acquire special importance,
since they maintain sensory appeals such as exotic aroma and flavor, combined with
the microbiological control promoted by EOs. In fact, frozen pulp storage is one way of
preserving fruit freshness with maximum food safety and a substantial increase in shelf
life (SILVA & ABUD, 2017), although these qualities are affected during storage.

Previous studies have shown that P. guineense pulp extracts have antibacterial
activity (ANESINI & PEREZ, 1993; GONZALEZ et al., 2005) and terpenes or esters as
major volatiles (PERALTA-BOHORQUEZO et al., 2010). EOs from marolo have mainly
terpenes (SIRENA et al., 2014). In turn, fresh pulp show changes in terpene and ester
compositions, with only esters at the end of fruit ripening (SILVA et al., 2013), whereas
lyophilized pulp provides esters and alcohols as its main constituents (BEZERRA et al.,
2018). Some studies have indicated that pulp extracts have antioxidant, antimicrobial,
molluscicide and anti-Alzheimer activity (ARRUDA & PASTORE, 2019).

To our knowledge, the effects of frozen storage on the volatile profile of these
pulps have so far not been described. Therefore, this study aims to assess whether
the frozen storage of araca, marolo and mixed (1:1) pulps could be a suitable means
of preserving the overall quality of fresh fruits, with emphasis on the variability of EOs
analyzed over a one-year period.

2| MATERIAL AND METHODS

2.1 Fruit Collection, Pulp Preparation and Frozen Storage

Ripe fruits of aracd and marolo were respectively collected in March 2007 in
Ingai and Contagem, both cities in Minas Gerais state, Brazil. Fruits were selected,
prewashed, sanitized in sodium hypochlorite solution (100 mg/L, 20 min) and pulped
using stainless steel spoons. Fresh pulp was packed in low density polyethylene bags
(100 g/package) using a manual dispenser and immediately sealed after air expulsion.
Sealed bags were frozen and stored in a freezer (-18°C) for 12 months.

2.2 Extraction and Analysis of Essential Oils (EOs)

Pulps in frozen storage for 0, 2, 4, 6, 8 and 12 months were thawed at room
temperature and EOs were extracted by hydrodistillation in a Clevenger apparatus (2
h), dried with anhydrous Na,SO, and kept in a freezer (-18°C). EOs were analyzed by
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gas chromatography-mass spectrometry (GC/MS) on a QP5050A (Shimadzu) using
a DB5 capillary column (30 m x 0.25 mm x 0.25 ym); flow rate of 1.0 ml/min (He) and
heating at a programmed temperature (60-246°C at 3°C/min); sample injection of 0.4
Ul (20% hexane) and split ratio of 1:50. lonization energy was 70 eV; mass range was
40-400 Da at 1.0 scan/s. Injector and interface temperatures were 220°C and 240°C,
respectively. A Varian CP3900 with a flame ionization detector (GC/FID) was used for
compositional analysis. Chromatographic conditions were the same as those of GC/
MS. The carrier gas was N, and relative percentages were determined from peak areas
without use of correction factors. Identification of oil constituents was performed by
comparing mass spectra with those of NIST (1988) and ADAMS (2018) libraries, as
well as by comparing mass spectra and retention indices (ADAMS, 2017). Arithmetic
retention indices (DOOL & KRATZ, 1963) were calculated by co-injection with a linear
hydrocarbon (C,-C,,) mixture.

2.3 Statistical Analysis

Average multiple comparisons were established by analysis of variance (ANOVA),
with pulp and storage time as factors using SAS (SAS Institute Inc., version 6.0, 1996).
Normality and homoscedasticity were checked with Shapiro-Wilk and Hartley tests,
respectively, followed by a Tukey post hoc test. P-values < 0.05 were considered
significant. For multivariate analysis, oil constituents were organized in a response
matrix, with samples in rows and chemical percentages as variables in columns. An
explanatory matrix contained the same samples in rows and two categorical variables,
representing pulp origin and storage time in columns. Redundancy analysis (RDA) was
performed with the interaction between pulp origin and storage time as explanatory
variables. Monte Carlo permutation tests (999 permutations) were used to assess
the significance of canonical axes. Principal response curve (PRC) was applied to
investigate the effects in EOs and their changes over time (VAN DEN BRINK & TER
BRAAK, 1999). In PRC, sampling months were used as covariables and interaction time
and treatment (pulps) were used as explanatory variables. Monte Carlo permutation
tests (999 permutations) were performed on the entire time sequence to compare
treatments (aracad and marolo pulps) and a control (mixed pulp). To verify whether
treatment outcome at a given storage period varied significantly, treatment effects at
each time period were also assessed via permutation (499 permutations). Variables with
weights ranging from -0.5 to +0.5 suggest random fluctuations and are not shown. Prior
to multivariate analysis, the response matrix was log(x+1)-transformed, centralized and
analyzed in R (R Foundation for Statistical Computing, version 3.4.4, 2018).

3 | RESULTS AND DISCUSSION

Forty compounds were identified in EOs, accounting for 69%-100% of volatile
constituents in pulp samples (Table 1).
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Oil constituent Pulp Frozen storage time / months Mean

(RIP) 0 2 4 6 8 10 12

a-Pinene° Mixed 1228 244 4 5rb 3 3Ab g {Aa 7 HAd 5 3ha

(935) Araca  4.8% 4.6% 5970 g2 338 544 1467
Marolo - - - - - - -

b-Pinene® Mixed 3.3 0.6 0.8 0.8 3.0 1.4 1.2 1.68

(978) Araca 1.0 0.9 2.2 1.6 1.8 1.5 3.8 1.84
Marolo - - - - - - -

Mean 2.2 0.7¢ 1.5%c  {23c 243 q43c D5

Ethyl hexanoate® Mixed  8.6%2 544 5282 1344 {812 709A 5 5Ba
(997) Araca - - - - - - -

Marolo  9.5% 12.6%° 35.9% 21.8% 814 11.84 20.4%
Limonene Mixed - - - - - - -
(1030) Araca - - 098 06* 122 09 1.8°

Marolo - - - - - - -
Methyl octanoate Mixed 6.6 6.6 5.3 7.6 9.8 8.7 7.2 7.48
(1123) Araca - - - - - - -

Marolo 11.5 103 198 1562 168 171 18.2 15.6*
Mean 9.12 8.52 12.6= 11.4* 13.32 12.9¢ 12.72

a-Terpineol® Mixed - - - - - - -
(1191) Araca 0.72 0.92 0.82 0.72 1.72 0.52 1.02
Marolo - - - - - - -
Ethyl octanoate® Mixed 18.1 224 192 209 198 234 228 20.9®
(1197) Araca - - - - - - -

Marolo  43.7 373 223 442 489 476 487 418"
Mean 30.92  29.9¢ 20.7¢@ 32.5° 34.4* 35.5° 35.8°

Methyl decanoate® Mixed 0.32 0.32 0.1@ 022 0.1 038 0.4°
(1326) Araca - - - - - - -
Marolo - - - - - - -
a-Copaene Mixed 1.1 1.2 1.0 1.6 0.7 1.2 1.2 1.18
(1378) Aracd 2.9 2.7 2.8 2.9 2.9 2.9 2.5 2.8*
Marolo - - - - - - -
Mean 2.0° 200 19* 222 18 212 1.8
Ethyl decanoate® Mixed 1.4 1.8 1.8 1.1 0.9 1.8 1.9 1.58
(1395) Araca - - - - - - -

Marolo 5.5 4.9 2.5 2.5 3.6 4.8 3.6 3.9
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(E)-Caryophyllene

(1420)

b-Gurjunene

(1434)

Aromadendrene
(1443)

a-Humulene?

(1457)

3-Hexenyl heptanoate®
(1462)

9-epi-(E)-Caryophyllene

(1465)

b-Selinene®

(1493)

a-Selinene®
(1503)

b-Bisabolene?

(1507)

g-Cadinene
(1514)

Mean

Mixed

Aracd
Marolo
Mean

Mixed

Araca
Marolo

Mean

Mixed

Araca
Marolo
Mean

Mixed

Aracé
Marolo
Mean

Mixed

Araca

Marolo

Mean

Mixed
Araca
Marolo
Mixed
Araca
Marolo
Mean

Mixed

Araca

Marolo
Mean

Mixed
Araca

Marolo

Mean

Mixed
Aracd
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3.52

8.8

221

3.4
11.4%

0.32

1.2
3.2

2.22

1.8
3.6

2.7°

1.7

11.0

6.32

0.3?

4.7
13.2

9.02

5.5
12.8

9.12

0.8
2.1

1.52

3.42

10.6

23.3

2.6
12.22

1.4
2.9

2.12

1.9
3.7

2.82
2.9

7.22

0.32

6.1
12.7

9.42

6.9
12.0

9.42

1.0
1.7

1.42

222

10.4

221

0.7
11,12

0.3?

1.2
3.1

2.2

0.9
3.3

2.12

3.2

3.2

3.22

6.6
13.0

9.82

7.9
12.3

10.12

1.4
1.8

1.62

1.82

9.2

20.8

1.9

10.72°

0.12
0.3?

0.9
2.7

1.82
1.4
2.9

212

2.0

3.0

2.52

4.7
11.7

8.22

6.3
12.8

9.52

1.8
1.7

1.72

2.3 3.3
6.3 9.9
20.7 215
t t
9.0° 10.5%
- 0.32
0.72  0.62
0.7 1.4
3.6 3.6
222  25°
1.1 1.3
3.2 3.3
222 2.3
0.4 2.2
4.5 6.2
252 422
- 0.22
3.3 5.7
123 125
7.8 9.1
3.7 6.7
123 137
8.02 10.22
0.3 0.9
2.2 1.9
128 1.4z
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2,72

10.4

19.4

0.1

10.0%

1.3
2.9

212

1.5
2.9

2.22

1.9

3.1

2.52

0.42

8.6°

6.8
10.1

8.42

1.0
1.7

1.42

9.48

21.44

1.2¢

1.28
3.1

1.48
3.34

2.18

6.1A

5.38
12.4A

6.28
12.34

1.08
1.9%




Marolo 3.42 2.6% 1.3° - - - -

b-Curcumene? Mixed 0.5 0.6 0.6 2.0 0.2 0.6 0.6 0.7®
(1516) Aracé 0.8 0.9 1.1 1.3 1.8 1.3 1.0 1.2A
Marolo - - - - - - -

Mean 0.62 0.82 0.9 1.62 1.02 1.00 0.8

d-Cadinene® Mixed 0.8 1.2 2.3 0.5 0.3 0.6 0.6 1.08
(1524) Araca 2.6 2.5 1.8 2.7 1.9 1.9 1.5 2.14
Marolo 1.0 0.9 0.4 t t t t 0.3¢

Mean 1.52 1.52 1.52 112 072 09 0.8

Zonarene® Mixed 2.0 2.8 3.5 2.8 1.3 2.2 2.8 2.58
(1528) Araca 5.7 57 53 35 67 57 46 53
Marolo - - - - - - -

Mean 3.8? 4.22 4.42 3.12 400 3.9° 3.7°

(E)-g-Bisabolene Mixed 0.7 0.8 0.6 0.5 0.2 0.8 0.7 0.6®
(1537) Araca 1.1 1.6 1.8 1.4 1.9 1.7 1.4 1.6%
Marolo - - - - - - -

Mean 0.92 1.22 1.22 1.02 1.12 1.32 1.12

a-Cadinene Mixed 1.0 0.9 0.8 0.5 0.3 1.1 0.9 0.8
(1540) Araca 2.2 1.6 2.3 1.9 2.4 2.8 1.8 2.14
Marolo - - - - - - -

Mean 1.62 1.28 1.62 1.22 1.42 1.92 1.32

Selina-3,7(11)-diene Mixed 0.8 1.1 1.1 0.7 0.4 1.0 1.1 0.98
(1547) Araga 2.6 2.3 25 21 2.4 25 21 2.44
Marolo - - - - - - -

Mean 1.7a 1.78 1.82 1.42 1.42 1.82 1.62

Germacrene B¢ Mixed 0.42 0.32 0.3 1.72 t 032 042
(1559) Aracé - - - 2.4 - 0.3 -
Marolo - - - - - - -
Mean
(E)-Nerolidol Mixed 1.08 1.5% 1.5% 0.68 0.48 1.28 1.67 1.18
(1566) Aracad 2.0 2,0 20% 1.9% {109% 20% {174 104
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Marolo - - - - - - -

Mean 1.52 1.82 1.82 1.32 1.22 1.62 1.72

Caryophyllene oxide Mixed - - - - - - R
(1583) Araca - 0.42 - 0.32 - - R

Marolo 1.32 0.52 0.42 1.12 - - -

Mean
Globulol Mixed 1.2 1.1 1.7 1.3 0.2 1.4 14 1.2°
(1587) Araca 2.1 24 141 13 05 15 07 1.4
Marolo - - - - - - -

Mean 1.7% 182 1.4%® 13® 03> 15® 1.1

Ethyl dodecanoate® Mixed 0.5 0.4 2.6 t t 0.3 0.4 0.6*
(1594) Araca 0.9 0.5 0.2 0.2 0.4 0.9 0.6 0.5%
Marolo - - - - - - -

Mean 0.72 0.42 1.42 0.12 0220 0.6 0.5°

Humulene epoxide Il Mixed - - - - - - -
(1609) Araca - - - - - - -
Marolo  0.82 - - - 0.1 0.3 0.2°
1-epi-Cubenol® Mixed 0.52 0.9 0.6° 162 022 05 0.7°
(1630) Araca - - - - - - -
Marolo - - - - - - -

allo-Aromadendrene Mixed 0.2 1.02 0.82 0.4® 0.1® 0.3% (.82

(1642) Aracd - - - - - - -

Marolo - - - - - - -
epi-a-Muurolol® Mixed 0.32 1.22 0.82 0.22 0.62 t 0.72
(1645) Araca - - - - - . .

Marolo - - - - - - -
a-Muurolol® Mixed  0.5%¢ 1.2% 152 0.2° 0.1° 0.4 1.4°
(1650) Araca - - - - - - -

Marolo - - - - - - -
Selin-11-en-4a-ol Mixed 2.7 5.0 4.5 25 1.2 2.7 3.8 3.28
(1660) Araca 6.0 6.3 6.0 5.7 5.3 5.1 48 5.6

Marolo - - - - - - -
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Mean 4.3% 572 523 413 32> 39® 43%®
epi-b-Bisabolol Mixed 1.3 2.0 1.9 0.9 0.5 1.4 1.8 1.48
(1673) Araca 2.7 2.9 3.0 2.3 2.9 2.7 2.3 2.7*

Marolo - - - - - - -

Mean 2.0° 252 24 160 178 212 212
Eudesm-7(11)-en-4-ol Mixed 0.4 0.6 0.4 1.1 t 0.2 0.5 0.4~
(1701) Araca 0.3 0.3 0.3 1.2 0.3 t t 0.4~

Marolo - - - - - - -

Mean 0.42 0.52 0.3 1.22 0.22 0.1 0.22
(2Z,6E)-Farnesol Mixed 0.8 1.3 0.7 0.5 0.3 0.9 1.4 0.8®
(1725) Araca 1.6 1.9 1.9 1.0 1.9 1.9 1.5 1.74

Marolo - - - - - - -

Mean 1.2% 1.62 1.3% 0.7° 1.2% 143 14
Monoterpene Mixture  15.5 3 5.2 4.1 19.1 8.9 6.5 8.94
hydrocarbons® Aracd 5.8 5.5 9.0 10.4 6.4 77 202 9.3

Marolo - - - - - - -

Mean 10.7% 42° 71% 73 1272 83® 13.32
Oxygenated Mixture - - - - - - -
monoterpenes® Araca 0.72 09 0.8 0.7° 172 0.5° 1.0°

Marolo - - - - - - -
Sesquiterpene Mixture  30.6 378 395 348 188 345 36.7 33.2°
hydrocarbons® Araca 74.8 735 736 71.0 749 761 63.0 7247

Marolo 7.8 6.1 2.4 1.9 t t 0.1 2.6°

Mean  37.78 39.28 38.5% 35.9* 31.228 36.9° 33.22
Oxygenated Mixture 8.5 15.0 13.6 8.8 3.3 8.8 13.2 10.28
sesquiterpenes® Aracd 15.0 15.9 141 136 127 132 11.0 13.7°

Marolo 2.1 0.5 0.4 1.1 0.1 0.3 0.2 0.7¢

Mean 8.5% 10.58 94 79% 54 743 gqab
Esters® Mixed 37.1 39.7 372 451 49.1 447 401 4158

Araca 0.9 0.5 0.2 0.2 0.4 0.9 0.6 0.5

Marolo 812 76.8 837 866 820 875 939 845"

Mean 39.72  39.00 40.4% 44.0° 43.8% 44.4* 449°

Table 1: Average content? of EO constituents from arac¢a, marolo and mixed (1:1) pulps over

frozen storage time.

aPercentage on original values; "Retention index; °rank, Yarcsine and ®log-transformed in ANOVA.
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Averages with the same small letters in rows and same capital letters in columns did not share
significant differences at 5% based on Tukey test; t = trace (< 0.1%).

Pulps’ EOs showed a predominance of esters (0-96.2%, mean of 42.3%) and
sesquiterpene hydrocarbons (0-79.4%, 36.1%), particularly in marolo (84.5%) and
araca (72.4%), respectively. ANOVA indicated interaction between the two factors
only for a-pinene and methyl hexanoate, with the highest contents at around six
months of storage for mixed (16.1%) and marolo (35.9%) pulps, respectively. For
other volatiles, terpenes and esters had significantly higher percentages in araca and
marolo, respectively, without any influence of storage time. In turn, b-pinene and total
monoterpene hydrocarbons had a significant increase from the eighth month of storage
onwards. In contrast, (E)-caryophyllene, selin-11-en-4a-ol and total oxygenated
sesquiterpenes showed reduction at the same period, with both variations occurring
regardless of pulp origin. Despite being a minor component, a-terpineol occurred only
in araga, which suggests an enzymatic degradation in the mixed pulp. Constituents with
low contents such as a-muurolol, 1-epi-cubenol, epi-a-cubenol, allo-aromadendrene
and methyl decanoate only occurred in the mixed pulp, with most of them not influenced
by storage time.

Terpenes (60.8%, 82 compounds) and esters (69.5%, 58 compounds) have been
identified as the main components in the P. guineense pulp via solvent extraction-
distillation (SED) and solid phase microextraction (SPME), respectively (PERALTA-
BOHORQUEZO et al., 2010). (E)-Caryophyllene (8.6%) and selin-11-en-4a-ol (5.9%)
were predominant in SDE, and ethyl butyrate (7.4%) and ethyl hexanoate (2.5%) in
SPME. Marolo has previously shown mainly oxygenated sesquiterpenes (SIRENA et
al., 2014). However, in this study, ripe fruit pulp extracted by SPME showed only esters,
mainly methyl and ethyl derivatives of hexanoate, octanoate and decanoate (SILVA et
al., 2013). Terpenes were also identified, but only in the stages prior to full fruit ripening.
Alcohols and esters, such as 2,3-butanediol (32.8%), ethyl hexanoate (21.2%), acetic
acid (7.9%), ethyl octanoate (6.8%), 1,2-propanediol (5.4%) and methyl octanoate
(4.7%), also predominated in the lyophilized pulp (BEZERRA et al., 2018). Variations
in volatiles can be attributed to different extraction technigues (TONGNUANCHAN &
BENJAKUL, 2014), as in the results described above. Postharvest process and storage
conditions also affect volatile composition (DAMIANI et al., 2009; SHASHIREKHA et al.,
2008). Volatiles may also be released from glycosidically linked non-volatile precursors
by enzymatic or acid hydrolysis (HERRMANN, 2010), which may account for minor
constituents observed only in the mixed pulp.

RDA indicated that correlations between EOs and the two factors were higher
in the first two canonical axes (0.994 and 0.972), with 89.2% of the variation being
explained by pulp origin and storage time interactions (Figure 1).
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Figure 1: RDA diagram of araca, marolo and mixed pulps according to EO variation along frozen
storage (T0-T12). Fitted oil constituents (> 50%) are represented by long arrows.

RDA1 contributed with 75.1% (F-Fisher = 20.3; P < 0.001) of total explained
variation and showed a clear separation between marolo — mainly characterized by
higher ester contents (hexanoate, octanoate and decanoate of ethyl or methyl) — from
araca pulps, mainly characterized by higher terpene contents. RDA2 explained 8.4%
of total variation (F = 3.9; P < 0.001) and distinguished mixed pulp samples mainly
by higher contents of methyl decanoate, a-muurolol, allo-aromadendrene and 1-epi-
cubenol, as well as by lower levels in monoterpenes such as limonene and a-terpineol.
Thus, RDA1 described the variation of major constituents in araca (terpenes) and
marolo (esters) pulps, whereas RDA2 was associated with minor constituents,
particularly in the mixed pulp. The RDA diagram suggests a small influence of storage
time, with sample distribution predominantly influenced by pulp origin, a result already
indicated by ANOVA. In RDA, however, the contribution of minor constituents for mixed
pulp separation is clearly established. Since the projection of temporal effects is often
not linear in factorial planes, principal response curves (PRC) were applied to assess
metabolite differences and their changes over time (Figure 2).
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Figure 2. First and second principal response curves (PRC) diagram indicating variations in EO
contents according to fruit pulps along frozen storage time.

PRCs showed that the treatment (pulps) x time interaction accounted for 89.9%
in EO variation, with 87.8% being attributable to pulp effect, of which 95.2% (P = 0.02)
were represented by the first two diagrams (PRC1: 85.6%, F = 140; PRC2: 9.6%,
F = 25.1%). Storage time contributed with 2.3% of the variance. In PRC1, the most
important variables for distinguishing between marolo and araca (treatments) and
mixed pulp (control) were esters, with high levels in marolo, and mainly sesquiterpene
hydrocarbons in araca (P < 0.02). In PRC2, limonene, a-terpineol and oxygenated
monoterpenes were the main variables for treatment distinctions, with higher levels
in marolo and araga (P < 0.03), particularly in the last quarter of storage time. Volatile
dynamics during pulp storage, with small changes in minor constituents, was similar
to that of Cerrado fruits like pequi, custard and red mombin (DAMIANI et al., 2009;
SHASHIREKHA et al., 2008; TODISCO et al., 2014), but differed from mangaba, which
showed higher compositional changes (GONCALVES et al., 2018).

41 CONCLUSIONS

Forty volatiles were identified in the EOs of araca, marolo and mixed pulps.
Esters were identified mainly in marolo, whereas terpenes were the major component
in araca. In the mixed pulp, EOs were slightly more related to marolo, with some
minor constituents being identified only in this mixture. Volatile changes were mainly
associated with pulp origin, while storage contributed very little to chemovariations.
Pulps in frozen storage for 12 months resembled fresh pulps, with minor changes in
some constituents, and retained volatiles similarly to fresh fruits. These findings endorse
artisanal fruit processing and frozen pulp storage to preserve fruits’ native aroma and
flavor.
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RESUMO: O Hibiscus sabdariffa, popularmente
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conhecido como hibisco, vinagreira ou quiabo-
da-guiné é uma planta que tem ganho um
grande interesse nas pesquisas da area
académica. Muito provavelmente devido a sua
propriedade antioxidante. O perfil fitoquimico
preliminar do extrato aquoso dos calices de
Hibiscus sabdariffa apresentou flavonoides,
antocianinas, cumarinas e saponinas. O
potencial antioxidante foi de 324,95 mM Trolox/g
medido por ABTS. A dose letal (DL, ) do extrato
foi superior a 1000 ppm, se mostrando segura.
O extrato apresentou agédo antimicrobiana na
dose de 24uL e sinergismo quando associado a
discos de cloranfenicol em cepas de Escherichia
Coli selvagem (AB 1157).

PALAVRAS-CHAVE: sabdariffa,
fitoquimica, antioxidante, microbiologia.

Hibiscus

CHEMICAL AND BIOLOGICAL STUDY OF
WATER EXTRACT HIBISCUS SABDARIFFA
(MALVACEAE)

ABSTRACT: Hibiscus sabdariffa, popularly
known as hibiscus, vinegar or guinea okra,
is a plant that has gained a great deal of
interest in academic research. Most likely due
to its antioxidant property. The preliminary
phytochemical profile of the aqueous extract of
the chalices of Hibiscus sabdariffa presented
flavonoids, anthocyanins, coumarins and
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saponins. The antioxidant potential was 324.95 mM Trolox / g as measured by ABTS.
The lethal concentration (LC, ) of the extract was higher than 1000 ppm and was
shown to be safe. The extract showed 24 pL antimicrobial action and synergism when
associated with chloramphenicol disks in strains of wild Escherichia coli (AB 1157).

KEYWORDS: Hibiscus sabdariffa, phytochemical, antioxidant, microbiology.

INTRODUGCAO

Desde os tempos antigos, o ser humano tem procurado na natureza, componentes
que possam ajudar no tratamento ou na cura das doencas. No inicio, 0 homem
observando os animais, percebeu que estes comiam certas plantas quando estavam
sentindo alguma dor ou mal-estar, isto ocorria de forma instintiva. E importante
salientar que na época ainda ndo havia muita compreensao sobre doencas (SALEM,
2014). Além disso, ndo se sabia quais plantas poderiam ou deveriam ser usadas.
Tudo se baseava em experiéncias empiricas. Posteriormente, informacgdes cientificas
auxiliaram na elucidadacgéo sobre o carater benéfico e maléfico dos produtos oriundos
das plantas no combate das doencas (SILVA et al, 2018).

A descoberta dos componentes presentes em plantas medicinais bem como
seus mecanismos de ag¢ao biolégica, vem sendo um dos maiores desafios para a
quimica, bioquimica e a farmacologia (HAMIDI, 2014). Contudo, apesar do aumento
de estudos nesta area, o que se observa é que apenas cerca de 20 % das espécies
vegetais existentes foram estudadas quanto ao seu potencial medicinal) Entre
as propriedades farmacolégicas estudadas em produtos naturais estdo a acéo
antioxidante e antimicrobiana. A avaliagdo desta atividade tem sido uma questdo
importante considerando sua importancia sobre a saude humana, uma vez que os
agentes antioxidantes naturais apresentam baixo risco a saude, quando comparados
aos sintéticos que apresentam efeito toxico (LEITE et al, 2013).

A espécie Hibiscus sabdariffa (hibisco) tem se mostrado de grande interesse
académico e comercial devido ao seu poder antioxidante. E considerado um alimento
funcional nos paises da Africa e Asia. Na india e no México as infusdes preparadas
com o calice do mesmo séao tradicionalmente usadas pela sua atividade diurética,
anticolesterolémica, febrifuga, anti-hipertensiva e aumento do peristaltismo intestinal
(DA-COSTA-ROCHA et al., 2014; PEREIRA, 2012).

Embora se tenham varios estudos relatando o uso do Hibiscus sabdariffa,
ainda n&o foram descritos na literatura ou bem relatados sua acéo antioxidante; acéo
bactericida em culturas na presenca e na auséncia de agentes redutores e outros
antimicrobianos; determinacédo dos compostos fendlicos majoritarios, bem como,
bioensaios de toxicidade sobre Artemia salina Leach.
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METODOLOGIA

O estudo foi conduzido no Laboratério de Analises Quimicas e Bioldgicas (LAQB)
da Universidade Estadual da Zona Oeste (UEZO) em Campo Grande/ RJ. As flores de
Hibisco (Hibiscus sabdariffa) foram doadas pela empresa Interflora, sendo colhidas e
desidratadas no Egito.

EXTRATO AQUOSO

Inicialmente foram separados parte do calice de hibisco (30,0 g) em BALANCA
semi analitica (classe Il Bel Mark 2500). Em seguida, o calice de hibisco (30,0 g) foi
triturado, a seco, em um liquidificador (10 min). O extrato aquoso do célice de hibisco foi
obtido por infusdo em um becker com 500 mL de agua destilada quente (70 °C). ApGs
30 minutos, o extrato aquoso; foi filtrado e guardado em potes de vidro com tampa
de rosca envelopados em papel aluminio (ALMEIDA, 2018). O extrato foi congelado
(24 horas) e em seguida foi liofilizado (Liofilizador, LIOTOP 220) a uma temperatura de
-80°C até massa constante

AVALIACAO FITOQUIMICA PRELIMINAR

Realizado usando metodologia descrita por Trease e Evans (1984), no qual
liofilizado é submetido a reagentes para deteccéo de possiveis metabdlitos secundarios
presentes no extrato, indicados pela presenca ou auséncia de reagéo caracteristica.

DETERMINACAO DA DOSE LETAL (DL,

O ensaio de toxicidade dos extratos adaptado do método descrito por Meyer
e colaboradores (1982) utilizando o microcrustaceo Artemia salina. Meyers e

colaboradores identificaram a correlacéo da toxidez e a dose letal, DL, , apresentandos

50’
pelo extrato de plantas em modelo de Artemia salina. Desde entéo € considerado que
valores acima de 1000 ppm sdo considerados néo toxicos e valores inferiores sao
considerados potencialmente toxicos (abaixo de 999 ppm) ou toxicos (abaixo de 100
ppm). Dez microcrustaceos de A. salina foram transferidos para 12 tubos contendo
solugdo agua do mar (pH= 8-9) e concentracdes diferente de extrato aquoso. O
conjunto foi incubado sob luz artificial durante 24 horas. Os grupos (triplicata) foram

montados da seguinte maneira:

Grupo 1: Grupo controle preparado contendo apenas os metanauplios e
agua artificial do mar.

« Grupo 2: extrato de hibisco diluido a 10 ppm (parte por milhdo) e volume
final de 10 mL foi completado com agua artificial do mar,

« Grupo 3: extrato 100 ppm e volume final de 10 mL foi completado com agua
artificial do mar,
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«  Grupo 4: extrato 1000 ppm e volume final de 10 mL foi completado com agua
artificial do mar,

Apbs 24 horas foi realizada a contagem do numero de metanauplios vivos e
mortos para determinagdo da DL . O resultado foi interpretado em valores de DL, com
a porcentagem, individuo e concentragdo do composto testado. Para isso, utilizou-se
o método SPEARMAN KARBER como anélise para obtencéo das DL (concentragédo
letal média) e respectivos intervalos de confianca p<0,5.

DETERMINAGCAO DA ATIVIDADE ANTIOXIDANTE PELO METODO ABTS

O método de reducgao do radical ABTS foi realizado conforme metodologia descrita
por RE e colaboradores (1999). O método de reducéo do radical ABTS € um dos métodos
mais utilizados para medir a atividade antioxidante através da captura do radical 2,2"-
azinobis(3-etilbenzotiazolina-6-acido sulfénico) (ABTS). Com essa metodologia, pode-
se medir a atividade de compostos de natureza hidrofilica e lipofilica (KUSKOSKI et
al., 2005). A absorbancia foi medida utilizando um espectrofotometro IL-592 KASUAKI,
no tempo de 7 minutos apo6s a adicdo da amostra. O resultado foi expresso em TEAC
(atividade antioxidante equivalente a trolox [6-hydroxy- 2,5,7,8-tetramethylchromo-
2-carboxylic acid]). A curva padrao foi construida com 0,0101g de trolox e vitamina
E diluida em 0,02L de agua deionizada nas concentracbes de 20.18 pM; 40.35
MM; 80.71 pM; 403.53 uM e 807.06 uM. O extrato aquoso liofilizado de Hibiscus foi
homogeneizado em agua destilada, agitado por 30 minutos em um vortex a 3300 RPM
durante 6 minutos e adicionado de 250 pl de ABTS em ambiente escuro e repouso por
mais 6 minutos. A absorbancia foi lida em 734 nm. Todas as analises foram realizadas
em triplicata e o resultado expresso em média + desvio padrao.

Apbs o preparo do radical, foi preparada uma solugdo de persulfato potassico
(Sigma Aldrich, USA) e 10 mL de persulfato misturados, homogeneizados e mantidos
num frasco ambar pelo minimo de 16 h protegido da luz (KUSKOSKI et al., 2005).

Para o ensaio da amostra, foi pipetada uma aliquota de 200 uL do radical formado
e diluido em 10 mL de etanol 96° P.A. Medidas de absorbéancia em cubetas de 10
mm a 734 nm foram realizadas para certificacdo da densidade Optica em torno de
0,700 + 0,02 e a curva padrao foi preparada com 0,0101g do analogo hidrossoluvel
da vitamina E, Trolox (6-hidroxi-2,5,7,8-tetrametilcromo-2-acido carboxilico; Sigma
Aldrich, USA), dissolvido em 0,02L agua deionizada (2018 mM= 0,002 mol/ L), nas
concentragdes de 20,18 mM; 40,35 mM; 80,71 mM; 403,53 mM e 807,06 mM. Utilizou-
se as concentragcdes de Trolox para construir uma curva de calibragéo.

O extrato aquoso de hibisco foi homogeneizado em agua deionizada, agitados
por 30 minutos em agitador para tubo tipo vortex 3300 rota¢des por minuto (rpm), com
250 pL de solugdo ABTS™* durante 6 minutos no escuro a 600 rpm. Em seguida, foi
realizada a leitura da absorbancia a 734 nm.

Diferencas entre as médias no nivel de 5% (P < 0,05) foram consideradas
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significantes. Admitiram-se resultados com coeficiente de variacdo (CV) abaixo de
10%.

TESTE DE SENSIBILIDADE PERANTE ANTIMICOBRIANOS E AGENTES
REDUTORES (DISCO-DIFUSAO)

A atividade antimicrobiana foi verificada in vitro pelo método de disco-difusao
em disco de papel, também conhecido por Teste de Sensibilidade (HEATLEY, 1944) a
Antimicrobianos (TSA). O principio da técnica consiste no preparo e inoculacao de uma
suspensao de bactérias de cultivo recente na superficie de uma placa de Agar Mueller
Hinton. Apés a semeadura do in6cuo bacteriano, dispersamos os discos de papel-
filtro impregnados com os antimicrobianos e agentes redutores em concentragcdes
pré-estabelecidas, incubando-os em estufa por 24h, onde analisamos o padrdo de
crescimento ou inibicdo ao redor de cada disco (BALOURI et al, 2016).

O experimento foi conduzido, utilizando-se as cepas de Escherichia coliAB1157,
colénias provenientes de cultivo bacteriano recente de 18 as 24h, isoladas a partir de
meios de cultura n&o seletivos, suspensas em ambiente estéril em 5mL de solucéo
salina (Solucéo fisiologica estéril de NaCl 0,9%) até a obtencdo de uma turvagéao
compativel comparada com um tubo aferido na escala 0,5 de Mac Farland (1x10°
UFC/mL).

Utilizou-se no plaqueamento, placas de petri de 150 mm, contendo 50 mL de
meio agar onde foram preparadas 15 placas, separadas em 4 grupos de 5 discos e um
grupo de 3 discos, todos em triplicata, perfazendo um total de 23 discos. (PEIXOTO
et al., 2014).

Ao término desta etapa as placas foram armazenadas em estufa bacterioldgica
(Solab, SL-101) por 24h a 35°C. Na leitura dos resultados foi utilizada uma régua para
medicao de halos em antibiograma da marca Laborclin. O protocolo do procedimento
acima foi adotado para a cepa AB1157.

Os resultados obtidos foram analisados e as médias aritméticas foram comparadas
no intuito de avaliar a proporcionalidade entre volume, tratamentos dos compostos
associados ao extrato aquoso de Hibiscus sabdariffa e o desvio padrdao do diametro
do halo de inibicao.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Este trabalho teve por intuito avaliar as a¢cdes do Hibiscus sabdariffa (Hibisco)
através da analise do extrato aquoso, por se assemelhar muito mais ao uso cotidiano
da populacéo e viabilizando sua utilizagcao.

TESTES FITOQUIMICOS PRELIMINARES

O extrato aquoso das folha de Hibiscus sabdariffa foram submetidos a uma série
de reacbes quimicas, no intuito de caracterizar a presenca de terpendides), esterdides
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(positivo, se mudanca de cor para o verde), flavondides ( surgimento de cor vermelha
para flavondides), taninos (positivo se mudanca de coloracéo para azul ou preto-
esverdeado) , cumarinas (positivo se mudanca do meio para amarelo) , saponinas
(positivo se apresentar espuma) e glicosideos (positivo se houver aparecimento da cor
verde azulada) , segundo metodologia descrita por Trease & Evans (1984). Em via de
regra, a tabela 1, confirma certos pressupostos e caracteristicas exaltadas ao Hibiscus
sabdarifa, devido a presenca de flavonéides que estao interligados a acéo antioxidante,
anti-inflamatéria e antitumoral (MACHADO, 2008), das cumarinas que podem
apresentar atividade anticancerigenas, antimicrobiana e moluscicida (GASPAROTTO
et al, 2005) e as saponinas com varios estudos demonstrando sua atividade larvicida,
inclusive sob larvas do Aedes aegypti — causador da dengue (GARCEZ, 2013).

Constituinte Resultado
Flavonoides Positivo
Esteroides Negativo
Taninos Negativo
Cumarinas Positivo
Saponinas Positivo
Glicosideos Negativo
Terpenoides| Negativo

Tabela 1 -Resultado dos testes fitoquimicos

ENSAIO DE TOXICIDE

Atualmente, o teste de letalidade utilizando-se Artemia salina é usado para
identificar o efeito citotoxico de compostos quimicos ou fitoquimicos. Este consiste em
um teste preliminar na triagem de extratos aquosos ou metandlicos, toxinas, pesticidas
e outros (SARAH, 2017). Verificou-se que o extrato aquoso de Hibiscus sabdarifa
ndo apresentou toxicidade frente a Artemia salina, uma vez que a concentracéo de
1000 ppm nao conseguiu matar 50% dos individuos. Segundo Meyer (1982), sao
consideradas toxicas substancias que apresentam valores de DL, abaixo de 1000
ppm. O motivo que corrobora a observacéo da baixa toxicidade do Hibisco sobre A.
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salina é o fato do calice da planta ser comumente utilizada na alimentacéo tradicional
de varios povos (ADESOKAN, 2013).

Efeito Citotoxico y =0,0265x +6,8519
R2 = 0,9989

40
35
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20
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0 200 400 600 800 1000 1200
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Figura 1- Curva DL, para o extrato aquoso de Hibiscus sabadariffa

Dados: porcentagem de nauplios de Artemia salina mortos em relacdo ao
aumento de concentracédo do extrato aquoso evidenciados pela linha azul no grafico
(concentragdes 10, 100 e 1000 mg/mL). A DL50 é observada é superior a 1000 ppm
PROBIT.

ENSAIO COM REDUCAO DO RADICAL ABTS EM TEAC

Uma das estratégias para se avaliar o potencial antioxidante do calice de Hibisco
foi utilizar o método ABTS*. Este método tem por finalidade avaliar a captura de radicais
livres. A vantagem do ABTS em vista de outros testes que existem para identificar
a atividade antioxidante consiste na sua simplicidade, que pode entrar na rotina de
qualquer laboratério bem como de inibir processos oxidativos organicos vistos em
plantas. De acordo com BORGES (2011) os efeitos defensivos de antioxidantes naturais
em frutas e vegetais estdo relacionados a trés grandes grupos: acido ascérbico e
fenolicos como antioxidantes hidrofilicos e carotendides como antioxidantes lipofilicos.
O valor TEAC caracteriza a capacidade da amostra testada em reagir com o radical
ABTS".

O valor encontrado foi de 324,95 mM Trolox/g, que se faz justificado por ser um
resultado bem similar ao encontrado por SAYARGO-AYERDI (2007). Este potencial
pode ser considerado baixo devido ao modo como foi obtido. Ramos (2011) realizou uma
analise antioxidante no extrato aquoso e no extrato etandlico do Hibiscus sabdariffa.
Ele verificou que o extrato etandlico apresentou 263% de atividade antioxidante. Tal
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fator pode ser explicado devido ao poder extrator do solvente etandlico ter possibilitado
a extracdo de uma maior quantidade de compostos bioativos. Além disso, a literatura
cita que os valores da atividade antioxidante em extratos de H. sabdariffa variam de
acordo com a origem geografica da planta (ZHEN et al., 2016), processos de adubacao
(RAMOS et al., 2011) e métodos de extracao (MACIEL et al., 2018). Logo, nao podemos
descartar a acédo destes fatores abidticos na composicéo do extrato. Em contrapartida
o resultado se mostra bem positivo quando comparado a outras espécies da familia
Malvaceae com extracdo aquosa. Segundo os achados de OLIVEIRA (2012), ao
pesquisar o potencial antioxidante da Sidastrum micranthum, Wissadula periplocifolia,
e Sida rhombifolia apresentando TEAC 35.503 mM Trolox/g, 83.15 mM Trolox/g, 67.67
mM Trolox/g, respectivamente.

0,500
0,450 1 y = 0,0003x + 0,0076
R2 = 0,9963

0,400 -

0,350 1
0,300 -
0,250
0,200 -

0,150 -
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0,100 -
0,050 -

0,000 44 . . . . . . . . .
000 200,00 400,00 600,00 800,00 100000 1200,00 140000 1600,00 1500,00

Trolox (pA)

Figura 2- Curva analitica do trolox para determinar a atividade antioxidante pelo método ABTS.

TESTE DE SENSIBILIDADE PERANTE ANTIMICROBIANOS

Muitos extratos de plantas medicinais possuem expressivas propriedades
antimicrobianas, no entanto, a maioria delas permanece inexplorada. Neste estudo,
foi observado, a partir das analises dos resultados obtidos que as amostras de um
extrato aquoso do célice de Hibiscus sabdariffa exercem efeito citotdxico dependente
de concentragcado sobre as cepas bacterianas de Escherichia coli AB 1157, uma vez
que foi observado halo de inibicdo a partir da concentracao de 24 yL. Resultado em
conformidade e até com maior halo que os encontrado por ALMEIDA (2018) que
fez o0 mesmo teste porém utilizando a cepa BW 9091, knockout para o gene xthA,
responsavel pelo sistema de reparo provindo de danos oxidativos no DNA bacteriano,
mais precisamente, em fase exponencial de crescimento.
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Conteudo dos discos Halo de Inibicdo

Amoxicilina 12 il
Ampicilina/ Sulbacan + Extrato 12 pl I
Ampicilina/ Sulbactan I
Cloranfenicol (Disco) + Extrato 12 pl I
Cloranfenicol (Disco) I
Amoxicilina 24 1 |
Norfloxacino (Disco) + Extrato 12 pl I
Norfloxacino (Disco) I
Amoxicilina 12 pl + Extrato 12 (.1 |5
Extrato 24 pl I
Extrato 12 pl |
Extrato 08 pl |
NaCl0,9 -24pl |

0 10 20 30 40 50 60

Figura 3- Correlacao dos diversos tratamentos® utilizando diferentes volumes, associados ou
ndo ao extrato aquoso de Hibiscus sabdariffa e os halos de inibicao de crescimento bacteriano
para a cepa E. coli AB AB1157.

*Dados constantes no eixo das abscissas: 24 pL de Cloreto de Sédio (NaCl 0,9% P/V); 8 L
de Extrato Aquoso; 12 uL de Extrato Aquoso; 24 pL de Extrato Aquoso; 12 L de Amoxicilina
(50 mg / mL); 12 pL de Amoxicilina + 12 uL de Extrato Aquoso; Disco de Norfloxacino + 12 uL
de extrato; 24 pL de Amoxicilina; Disco de Cloranfenicol (30 pg/mL); Disco de Cloranfenicol
+ 12 pL de Extrato Aquoso; Disco de Ampicilina associado a Sulbactan (20 pug/mL); Disco
de Ampicilina associada a Sulbactan + 12 pL de Extrato Aquoso. No eixo das ordenadas
encontramos os valores dos halos de inibicdo em milimetros.

O extrato de Hibiscus sabdariffase mostrou brandamente eficaz quando associado
a antibidticos inibidores da sintese de proteinas, tal qual o cloranfenicol, um agente
bacteriostatico de amplo espectro, potente inibidor da sintese proteica bacteriana.

Conteudo dos discos Halo de Inibicao

H202 08 pl

H202 12 pl

H202 24 pl

Extrato + H202 8 pl + SnCI2 8 pl
H202 12 pl + SnClI2 12 pl
Extrato 12 pl + H202 12 pl
SnCl2 12 pl + Extrato 12 pl
Cloreto Estanoso (SnCI2) 08 pl
Cloreto Estanoso (SnCl2) 12 pl
Cloreto Estanoso (SnCl2) 24 pl
Extrato 24 pl

Extrato 12 pl

L

Extrato 08 pl
NaCl0,9-24pul |

o

10 20 30 40

w
(=]

60

Figura 4 - Correlacédo dos diversos tratamentos™ utilizando diferentes volumes, associados ou
ndo ao extrato aquoso in natura de Hibiscus sabdariffa e os halos de inibicdo de crescimento
bacteriano para cepa AB 1157

*Dados constantes no eixo das abscissas: 24 L de Cloreto de Sodio (NaCl 0,9% P/V); 8
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pL de Extrato Aquoso; 12 uL de Extrato Aquoso; 24 L de Extrato Aquoso; 24 pL de Cloreto
Estanoso (SnCI2) a 5 mg / mL; 12 uL de Cloreto Estanoso; 8 uL de Cloreto Estanoso; 12 uL de
Cloreto Estanoso + 12 pL do Extrato Aquoso; 12 uL de Extrato Aquoso + 12 uL de Perdxido de
Hidrogénio (H,0, 3% V/V); 12 uL de Peroxido de Hidrogénio + 12 L de Cloreto Estanoso; 8
ML de Extrato Aquoso + 8 uL de Cloreto Estanoso + 8 pL de Perdxido de Hidrogénio; 24 uL de
Perdxido de Hidrogénio; 12 uL de Peroxido de Hidrogénio; 8 pL de Perdxido de Hidrogénio. No
eixo das ordenadas encontramos os valores dos halos de inibicdo em milimetros.

Avaliando o potencial citotoxico e genotoxico do extrato, foi usado como
controles positivos o SnCl, (cloreto estanoso), um sal de estanho que é um agente
redutor capaz de se ligar ao DNA e produzir espécies reativas de oxigénio conforme
reagdo de Fenton e o H,0, (peroxido de hidrogénio), substancia quando isolada &
inbcua, mas capaz de formar radical OH+ com metais de transicao e frequentemente
gera mutacdo no DNA, pois pode se difundir facilmente através das membranas
celulares como a membrana do nucleo (BARREIROS et al., 2006).

Nao foi possivel a quantificacdo dos resultados dos testes de extrato
associados aos agentes redutores cloreto estanoso e perdxido de hidrogénio pois
ambos mesmo isolados atingiram a concentracao inibitéria maxima, passando dos
50 mm de halo, sendo impossivel uma comparagcao exata. Se faz necessario novos
testes com concentragdes diminutas.

CONCLUSAO

A partir dos resultados obtidos pode-se concluir a presenga dos metabdlitos
secundarios flavonoides, saponinas e cumarinas. O potencial antioxidante foi de
324,95 mM Trolox/g medido por ABTS.

A dose letal (DL,,) do extrato foi superior a 1000 ppm, se mostrando segura.

O extrato apresentou acao antimicrobiana na dose de 24uL e sinergismo quando
associado a discos de cloranfenicol em cepas de Escherichia Coli selvagem (AB 1157)
e atividade sinérgica com antibiéticos inibidores da sintese de proteinas (Cloranfenicol)
e em associagdo com Cloreto Estanoso (SnCl,), sendo necessario novos testes para a
identificagao da ag&o conjunta com amoxicilina e peroxido de hidrogénio (H,O,) ja que
ambas apresentam um halo extenso, maior que 50 milimetros.
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RESUMO: A mistura dos triterpenos a e
B-amirina (ABA) é obtida de diversas espécies
vegetais e suas atividades estdao amplamente
descritas na literatura cientifica como anti-
inflamatoria, analgésica, sedativa, ansiolitica,
hepatoprotetora, antidepressiva, entre outras.
Em Chromolaena odorata (CO) essa mistura
foi isolada e determinada através de CLC,
CG-EM, CCD e RMN 'H e ™C, visando sua
definicAio como biomarcadores dos extratos
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CHROMOLAENA ODORATA

de folhas de CO para sua padronizacdo e
posterior  desenvolvimento de formulacao
farmacéutica para o tratamento de dor e
disordens inflamatérias. Esses resultados
permitiram relacionar o uso tradicional desta
espécie como antibacteriana, antiespasmaodica,
antitripanossoma, antifingica, anti-hipertensiva,
anti-inflamatoria, diurética, adstringente,
antiprotozoaria e como agente hepatotropico
com as atividades biolégicas descritas na
literatura cientifica para esta planta. Conhecida
popularmente como “arnica do mato”, CO
€ nativa das Américas Central e do Sul e
distribuida em areas tropicais e subtropicais do
mundo, bem como em todo territério brasileiro.
A mistura binaria de ABA foi obtida a partir da
extracdo por maceracao dinamica de folhas de
CO com metanol, detectada em CCD, seguida
de CG-EM das fragdes que a continham. Apds
este, foi realizada CCDP para sua purificagéo
e CCD em 2D para verificar sua pureza e teve,
apods seu isolamento em CCDP sua identidade
confirmada através de RMN 'H e *C além de
comparac¢ao com padréo analitico.

PALAVRAS-CHAVE: a- e [-amirinas,

biomarcadores, padronizagcdo de extratos,
Chromolaena odorata

ISOLATION AND IDENTIFICATION OF A
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MIXTURE OF a- AND B-AMYRINS:

BIOMARKERS TO THE STANDARDIZATION OF CHROMOLAENA ODORATA
LEAVES EXTRACT

ABSTRACT: The mixture of triterpenes a and B-amirin (ABA) is obtained from several
plant species and their activities are widely described in the scientific literature as an
anti-inflammatory, analgesic, sedative, anxiolytic, hepatoprotective, antidepressant,
among others. In Chromolaena odorata (CO) this mixture was isolated and determined
by CLC, CG-MS, CCD, and 1H, and 13C NMR, aiming at its definition as biomarkers
of CO leaf extracts for its standardization and further development of a pharmaceutical
formulation for treatment. of pain and inflammatory disorders. These results allowed
us to relate the traditional use of this species as antibacterial, antispasmodic,
antitrypanosomal, antifungal, antihypertensive, anti-inflammatory, diuretic, astringent,
antiprotozoal and as hepatotropic agent with the biological activities described in the
scientific literature for this plant. Popularly known as “arnica do mato”, CO is native
to Central and South America and distributed in tropical and subtropical areas of the
world, as well as throughout Brazil. The binary ABA mixture was obtained by dynamic
maceration of CO sheets with methanol, detected in CCD, followed by CG-MS of the
fractions containing it. After this, CCDP was performed for its purification and 2D CCD
to verify its purity and had, after its isolation in CCDP, its identity confirmed by 1 H and
13 C NMR and compared with analytical standard.

KEYWORDS: a- and B-amyrins, biomakers, extract standardization, Chromolaena
odorata

11 INTRODUGCAO

Os triterpenos pentaciclicos a e B-amirina (ABA) sédo do tipo ursano e oleanano,
respectivamente, e amplamente encontrados em plantas medicinais, especialmente
em Oleo resinas de plantas da familia Burseraceae (Fig.: 1). Essas substancias
apresentam descricdo na literatura cientifica com importantes atividades biolégicas
como antimicrobiana, antifungica, anti-inflamatéria, anti-tlcera, antipruriginosa,
antinociceptiva, hepatoprotetora, ansiolitica e antidepressiva (Vasquez et al., 2019;
Melo, 2009; Aragéo, 2008; Oliveira, 2005; Oliveira et al., 2004 a e b; Otuki et al., 2005b
e Medeiros et al., 2007). Os mecanismos responsaveis pelas atividades relatadas como
a supressao da expressao da COX-2, de citocinas, acao antiagregacao plaquetaria e
antilipoxigenase e bloqueio da ativagcao de NFkB (Aragéo et al., 2004 e 2006; Vitor et
al., 2009).
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Fig.: 1 - a e B-amirina

Chromolaena odorata (L.) King & Robinson (Eupatorium odoratumL.) (Fig.: 2) mais
conhecida como arnica também possui como nomes populares arnica do mato, mato
amargo, eupatorium, Erva daninha de Sido, erva do diabo, erva francesa, hagonoy, co
hoy, sendo conhecida na Indonésia como ki rinyuh e si koko (Vaisakh e Pandey, 2012;
Prawiradiputra & Rinyuh, 2007). CO apresenta uma distribuicdo mundial que ocorre da
América do Norte & América do Sul, existem poucas destas espécies na Europa, Asia
e Africa tropical, estendendo seu territorio até paises asiaticos como Indonésia, india,
China, Bangladesh, Tailandia e outros.

Fig.: 2 - Chromolaena odorata

No Brasil, esta planta é uma espécie nativa e ocorre em todo o territorio
brasileiro com seus dominios fitogeograficos: Amazénia, Caatinga, Cerrado, Mata
Atlantica, Pampa, Pantanal. Diferentes espécies de plantas medicinais brasileiras
sao popularmente chamadas por “arnica”, sendo seu principal uso para tratar feridas,
edema, e outras doencas inflamatérias (Man, 2010; Oliveira, 2012; Akah, 1990;
Wagner, H. & Bladt, S., 1996. Carvalho, et al., 2012)

Suas acbes analgésicas, anti-inflamatoérias e cicatrizantes, coincidem com agdes
apresentadas pela mistura de ABA (Uritu, et al., 2018; Vazquez, et al., 2019; Jager, S.
et al., 2009) Considerada ainda como uma espécie daninha, invasora e alelopatica,
por causar prejuizo em plantagdes, na producéo agricola, em ecossistemas naturais,
especialmente para os pequenos produtores rurais de plantas produtoras de Oleo,
como palmeiras, coco, de borracha e de citricos, uma vez que suprime a vegetacao
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vizinha (Bamba et al, 1993; Irobi, 1992).

2 | MATERIAIS E METODOS

Folhas de Chromolaena odorata (CO) coletadas no Férum ltaborai (FIT-Fiocruz-
Petropolis) (22°51°57.134”S; 43°18’86.719”W) foram submetidas a identificacao,
com exsicata depositada no Jardim Botéanico do RJ, mondadas, secas em estufa a
temperatura de 40°C e pulverizadas em moinho de facas.

121g do material foi submetido a extragdo com 1,8L de metanol por maceracéo
dindmica em “shaker” durante 6h. O filtrado foi concentrado sob pressao reduzida em
evaporador rotatério, produzindo 12,45¢g de extrato (~10,3% de rendimento) (Fig. 3).

O extrato bruto metandlico de folhas (COF) obtido foi submetido as cromatografias:
liquida de alta eficiéncia (CLAE) utilizando-se duas metodologias: (Valverde et al.,
2009; Dias et al., 2011) ; liquida em coluna (CLC) (Fig.: 4), utilizando solventes em
gradiente de polaridade crescente do hexano ao metanol e as fragdes recolhidas, em
volume de ~20mL, cada (Fig.: 5), analisadas por cromatografia em camada delgada
(CCD), reveladas fisicamente sob lampada de UV e quimicamente com solucéo de
anisaldeido sulfurico (Wagner & Bladt, 1996) e reunidas por semelhang¢a cromatografica
(Fig. 6 a 8). Em seguida, essas fracoes também foram submetidas a CG-EM (Fig.: 9)
nas condi¢des: 60°C (10 min) a 120°C e taxa de aquecimento de 6°C/min, 120-290°C
(15°C/min); 290°C (17 min); gas carreador, He, fluxo 1mL/min; Injecdo da amostra:
1mg diluida em hexano; técnica de injecao splitless;, 70eV, no modo de ioniza¢ao
eletrdnica (El); temperatura da fonte 200°C; scan mass m/z 40-650 e temperatura de
interface, 300°C (Veiga Jr. et al., 1997).

Fig. 4 CLC
Fig. 3 Concentragan ~ Fig. 5 Fig. 6 Fig. 7 Fig. 8
- Fracoes coleladas  Fracses: 107 & 116 FragBes:108 e Fragdes: 108 a
- Mistura de ABA, isolada (Rf=0,39) 116 e 116
(Fragao 107) a-amirina TLC- 2D

padrao [direita)

Para o isolamento da mistura isomérica de ABA, as fragdes foram submetidas a
cromatografia em camada delgada do tipo preparativa (CCDP) e, em seguida, visando
a confirmacédo da sua pureza, submetida a CCD em duas dimensdes (CCD 2D), e a
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RMN de 1H e 13C, bem como as técnicas DEPT 135°, HSQC e HMBC.

31 RESULTADOS E DISCUSSAO

Sob reacédo quimica com solugcéo de anisaldeido sulfurico, a a-amirina revela
colorac&o amarela, enquanto a -amirina, apresenta coloracao violeta. Assim, quando
a mistura de ABA foi revelada, inicialmente observou-se uma coloracdo amarela e,
logo em seguida, a coloragdo violeta que a sobrepds, indicando-nos a presenca de
ambas as amirinas, alfa e beta (Fig.: 6 e7). A fracdo 107 (reunido entre 106 e 116)
apresentou-se na forma de cristais aciculares difusos, com faixa de fusao entre 149,6°
a 191,7°C, compativel com a mistura observada em CG-EM de seis substancias, o
que confirmou nao apenas a presenca das duas amirinas (55,92%), bem como de
mais 4 substéncias: Taraxasterol (34,07%), espatulenol (0,25%) e 2 nao identificadas
(5,36 e 27,51%) (Fig. 9 e Tabela 1).

(cAMIRNA (° pAMRINA N
"3 ,
L __.|-.._ -"q‘ P "wl.—""-\- ,.--r‘
-f" HJ'" P ‘H
| He f_.-'iv HO ?’,ﬁ
\ S o
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Fig. 9 -TIC da Fracéo 107 de COF
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13,57 0,25 espatulenol
22,26 95,92 a e f-amirinas
24,72 34,07 Taraxasterol
27,29 5,36 NI

27,51 27,51 NI

Tabela 1 — Substancias identificadas por CG-EM na Fragéo reunida (106-116)

As fragcdes 106 a 116 que apresentaram a mistura binaria ABA, confirmada
inicialmente através de CCD, utilizando-se como padrdo comercial, a a-amirina
(Fig.: 7), foram reunidas, seguida de isolamento por CCDP e da confirmagao do seu
isolamento por CCD em duas dimensées (CCD 2D) (Fig. 8), e RMN de 'H e °C, dos
carbonos olefinicos e carbindlico de ABA (Fig.: 10 e Tabela 2).

C (N°) RMN *H (1) RMN 13C (1) RMN 'H RMN 13C
500MHz: CDCl; | 500MHz; CDCl; | 400MHz; CDCl; | 400MHz; CDCls
C3 - carbinélico 3,16 /3,15 79,6 /79,3 3,183, 22 78,68 / 78,70
C12 - olefinico 5,06 /5,12 1244 /121, 7 512/517 | 124,43/121,73
C13 - olefinico - 139,5 /145,2 - 1396 /145,3

Tabela 2 — Dados de RMN dos carbonos olefinicos e carbinolico de ABA

P-amyrin
- 60000
40000

c-amyrin

— M\-\-

= 20000

i 1_._J.; s " Lo
T T T T T

145 140 135 130 125
f1 (ppm)

1;0
c13 C12

Fig. 10 - RMN 13C dos carbonos olefinicos e carbin6lico da mistura de ABA
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41 CONCLUSOES

A presenca de ABA permitiu sua indicacdo como biomarcador dos extratos
alcodlicos de CO, além de justificar a utilizacao popular de COF, uma vez que as acoes
anti-inflamatéria, antioxidante e antinociceptiva, tanto na dor de origem neurogénica
guanto na dor de origem inflamatoria descritas para os triterpenoides a e B-amirina,
confirmados nas fragdes reunidas 106 a 116, corroboram com o uso popular dessa
espécie em contusdes e processos inflamatdrios como sucedanea a espécie Arnica
montana.

A analise através da RMN "*C mostra-se eficaz, inequivoca e reprodutivel para
a caracterizacéo, identificacdo e proporcao dos triterpenos a e 3-amirina (ABA) (1:2),
ainda que em mistura binaria, contribuindo especialmente quando a metodologia em
CLAE nao for adequada aos extratos em estudo.

Este é o primeiro relato da presenca e isolamento da mistura de a e B-amirina
(ABA) em Chromolaena odorata obtida com alto grau de pureza, caracterizada e
identificada através de CG-EM e RMN'H e "°C.

Agradecimentos: Ao Programa INOVA Fiocruz pelo apoio, fomento e bolsa
concedida, ao CNPq, a Farmanguinhos e a Fiocruz.
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RESUMO: O uso de Oleos essenciais com
propriedades antimicrobianas tem despertado
interesse no setor industrial, tdo como, nos
sistemas agropecuarios organicos. Atualmente,
observa-se maioraceitacédo do consumidor pelos
produtos de sistemas organicos, em virtude
da menor utilizacdo de substancias sintéticas
0 que reduz a possibilidade de contaminacéao
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MASTITE BOVINA

alimentar. Neste sentido, o presente capitulo
busca contribuir com informagcbdes e produtos
que possam ser incorporadas nos sistemas de
producao de leite, no tratamento da mastite. Com
o0 objetivo de avaliar o efeito do 6leo de copaiba,
no tratamento da mastite subclinica bovina e
na alteracdo na composi¢cao quimica do leite,
foi avaliada a atividade antimicrobiana do 6leo
de copaiba em pasta formulada pela empresa
NewAgri® Brasil/
Empresa) para aplicagdo intramamaria (20%

(convénio Universidade
de 6leo de copaiba), comparada ao tratamento
com o antibidtico sintético gentamicina (250 mg).
Foram utilizadas vacas mesticas (Holandés x
Zebu), multiparas e em lactacéo. Foi realizado o
teste California Mastite Teste para deteccao da
mastite subclinica com o objetivo de escolha dos
animais que participariam do teste. A avaliacéo
experimental se deu um dia antes do tratamento
dos animais, nos trés dias de tratamento e,
quatro dias ap0s a aplicagdo intramamaria.
Amostras de leite foram colhidas para analise
quimica e microbiologica. Nao houve alteracéo
significativa na composicao quimica do leite dos
animais nos tratamentos avaliados. Detectou-
se presenga de microrganismos relacionados
a mastite subclinica (familias Micrococcaceae,
Enterobacteriaceae e Pseudomonadaceae)
antes, durante e ap0s os tratamentos, no
entanto, pela frequéncia dos isolados pode-se
concluir que o 6leo de copaiba na concentracéo

Capitulo 9




de 20%, apresenta—se viavel para o tratamento alternativo de mastite subclinica
bovina, na presenca de bactérias especificas (E.coli, Proteus sp. e Pseudomonas sp.),
quatro dias apos o tratamento.

PALAVRAS-CHAVE: composicéao do leite, contagem de bactéria total, 6leo medicinal,
terapia alternativa, gentamicina

COPAIBA ESSENTIAL OIL (Copaifera langsdorffii DESF.) ON BOVINE MASTITIS
TREATMENT

ABSTRACT: The application of essential oils with antimicrobial property has aroused
interest in the industrial sector, as well as in organic agricultural systems. Currently,
there is greater consumer acceptance for products from organic systems, due to the
lower use of synthetic substances, which reduces the possibility of food contamination.
This sense, this chapter seeks to contribute information that can be incorporated into
milk production systems in the treatment of mastitis. In order to evaluate the effect
of copaiba oil on the treatment of bovine subclinical mastitis and on the change in
the chemical composition of milk, we evaluated the antimicrobial activity of copaiba
oil in paste for intramammary application (20% copaiba oil), formulated by NewAgri®
company (Brazil University/ Company agreement), and compared to treatment with
the synthetic antibiotic gentamicin (250 mg). Crossbred (Holstein x Zebu), multiparous
and lactating cows were used. The California Mastitis Test was performed to detect
subclinical mastitis in order to choose the animals that would participate in the test.
The experimental evaluation occurred in one day before treatment, in the three days
of treatment and, in four days after intramamary treatment. There was no significant
change in the milk chemical composition in animals under treatment. The presence of
microorganisms related to subclinical mastitis (Micrococcaceae, Enterobacteriaceae
and Pseudomonadaceae families) was detected before, during and after treatments,
however, due to the frequency of the isolates, it can be concluded that copaiba oil
at a concentration of 20% is viable for the alternative treatment of bovine subclinical
mastitis, in the presence of specific bacteria (E.coli, Proteus sp. and Pseudomonas
sp.), four days after treatment.

KEYWORDS: alternative therapy, medicinal oil, gentamicina, milk composition, total
bacteria count

11 INTRODUCAO

Os tratamentos usuais contra os agentes infecciosos causadores da mastite,
especialmente contra as bactérias, sdo baseados na infusdo intramamaria de
antimicrobianos, no entanto, nem sempre sao efetivos além de estarem associados
com a resisténcia bacteriana e a presenca de residuos desse medicamento no leite.
Para Tozzetti et al. (2008), o0 método mais utilizado nos tratamentos das mastites é
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o convencional, com a utilizacdo de anti-inflamatérios e antimicrobianos, que séo
excretados no leite, sendo assim necessario obedecer ao periodo de caréncia e
desprezar o leite do animal em tratamento, o que representa prejuizos ao produtor
de leite, além de gerar uma preocupacao para a industria laticinista e para a saude
publica.

Diante deste cenario, o uso de produtos naturais baseados em 0leos essenciais
e ou extrato de plantas configura-se como uma importante alternativa para o controle
de enfermidades nos animais de producéo.

Oleos essenciais sdo produtos aromaticos de metabolismo secundario de
plantas, normalmente produzidos por células secretoras ou grupos de células, sendo
encontrados em diversas partes do vegetal, como folhas, caules, cascas ou frutos, e
frequentemente apresentam composicao diferente (CONNER, 1993).

Para Wanzala et al., (2005), é crescente a utilizacdo desses produtos naturais na
producdo animal, uma vez que é de baixo risco. Com isso, vem ganhando importancia
dentro dos sistemas de producgdo, com o intuito de substituir o uso de antibibticos
e outros quimico-convencionais que além do alto custo, causam danos tanto ao
ambiente, quanto a saude publica.

As plantas medicinais vém contribuindo fortemente no desenvolvimento de novas
estratégias terapéuticas por meio de seus metabdlitos secundarios. Estes atuam
de forma direta ou indireta no organismo, inibindo ou ativando importantes alvos
moleculares e celulares (CALIXTO, 2005).

A utilizacao da fitoterapia sugere que os medicamentos naturais apresentam uma
relacéo risco-beneficio favoravel. Entretanto, esses métodos podem ser considerados
como um potencial e atraente recurso terapéutico. Persiste a necessidade de avaliar os
reais beneficios e os possiveis riscos apresentados através da realizagcao de ensaios
clinicos conduzidos em conformidade com os principios da ciéncia clinica atualmente
praticada (BRASIL, 2008).

Fitoterapia, segundo a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA, 2010)
€ a utilizacao de vegetais em preparacdes farmacéuticas, como extratos, pomadas,
tinturas e capsulas, empregados no tratamento de doengas, manutengao e recuperagao
da saude. Medicamentos fitoterapicos sao aqueles obtidos com emprego exclusivo de
matérias-primas ativas vegetais, cuja eficacia e seguranca sédo validadas por meio
de levantamentos etnofarmacoldgicos, de utilizacdo, documentacdes tecno-cientificas
ou evidencias clinicas. Os medicamentos fitoterapicos sao caracterizados pelo
conhecimento da eficacia e dos riscos de seu uso, assim como pela reprodutibilidade
e consténcia de sua qualidade.

As pesquisas com plantas medicinais envolvem investigacdes da medicina
tradicional e popular (etnofarmacoldgico); isolamento, purificacdo e caracterizacao
de principios ativos (quimica orgéanica, fitoquimica); investigacées farmacologicas de
extratos vegetais e constituintes quimicos isolados (farmacologia); transformaces
quimicas de principios ativos (quimica orgéanica sintética); estudo da relacéo estrutura/
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atividade e dos mecanismos de acédo dos principios ativos (quimica medicinal e
farmacologica) e finalmente a operacao de formulagdes para a producéo de fitoterapicos.
A integracao destas areas na pesquisa de plantas medicinais conduz a um caminho
promissor e eficaz para descoberta de novos medicamentos (MACIEL et al., 2002).

Neste contexto a copaiba da qual extrai-se o Oleo resina para a obtencao do
Oleo essencial vem se destacando por contribuir com a medicina popular e outras
terapias. A copaiba é uma arvore de grande porte, da familia Leguminosas, subfamilia
Cesalpinoidea (CASCON, 2004; BRITO et al. 2005; VEIGA JUNIOR et al. 2005;
OLIVEIRA et al. 2006; PIERI et al. 2009) que pode chegar até aos 40 metros de altura.
Popularmente conhecida como copaibeiras ou pau-d’6leo, as espécies de copaiba sao
largamente distribuidas nas regides amazénicas e centro-oeste do Brasil, sendo o 6leo
de copaiba extraido de varias espécies de Copaifera (Leguminosae-Caesalpinoideae).

No territério brasileiro ocorrem mais de vinte espécies e entre as mais abundantes
destacam-se C. officinalis L., C. guianensis Desf, C. reticulata Ducke, C. multijuga
Hayne, C. confertiflora Bth, C. langsdorffii Desf., C. coriacea Mart., C. cearensis Huber
exDucke (CASCON e GILBERT, 2000; VEIGA JUNIOR e PINTO, 2002).

Além da espécie de copaiba, as caracteristicas do local de crescimento das
arvores também afetam a coloragdo e composicao quimica do Oleo-resina. Entre as
caracteristicas fisico-quimicas, a baixa viscosidade e acidez do 6leo-resina de copaiba
séo importantes para o processamento farmacéutico, pois 0 mesmo, nas condi¢coes
citadas, age como antimicrobiano (VEIGA JUNIOR e PINTO, 2002; PLOWDEN, 2003;
CASCON, 2004).

Em um estudo realizado por Veiga Junior e Pinto (2002) com 6leo de Copaifera
multijuga, foram observadas variagdes na composicdo de 6leos coletados de uma
mesma arvore, em periodos diversos do ano (verdo-inverno). Além desse carater,
Costa et al., (2018) observaram que a partir das analises cromatograficas, constatou-
se que os Oleos de copaiba mostraram uma diferenca na composicéo quimica e isso
pode estar relacionado a uma possivel adulteracdo nos 6leos vendidos nas feiras
livres e nas farmacias.

O 6leo de copaiba possui substancias dos grupos dos sesquiterpenos, diterpenos
e terpenoides (MACIEL et al. 2002; VEIGA JUNIOR e PINTO, 2002; ARAUJO JUNIOR
et al. 2005; OLIVEIRA et al. 2006; RAMOS, 2006; TOGASHI et al. 2008), que podem
variar na concentracao.

Os terpendides podem atravessar a membrana, inchando a célula bacteriana,
interferindo nos gradientes de pH. Danos causados a membrana da célula bacteriana,
bem como prejuizos causados a proliferacéo celular de S. aureus por terpendides de
Oleos essenciais foram descritos por Togashi et al. (2008).

Estudo realizado por Brandao (2009) a partir do extrato bruto da casca da raiz
(EBCR) da copaiba, baseado nos testes de triagem fitoquimica, foi positivo para fendéis;
taninos; flavonoides; antraquinonas; triterpenoides; saponinas; alcaloides.

Bloise (2003) observaram que o 6leo de copaiba possui B-cariophileno, principio
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ativo que possui acado germicida, sendo assim deve provocar resultado positivo,
havendo producgao de halo de inibicao de crescimento bacteriano.

Nos ultimos anos, pesquisadores tém relatado a sensibilidade das bactérias
Gram-positivas aos fitoterapicos. O 6leo de copaiba tem muitas substancias diferentes
gue poderiam atuar em alvos celulares diferentes, atuando sinergicamente em varias
estruturas e mecanismos da célula bacteriana, resultando em uma forma de impedir
ou dificultar o surgimento de bactérias resistentes (PACHECO et al. 2006; PACKER e
LUZ, 2007; SANTOS et al. 2008; MENDONCA e ONOFRE, 2009; PIERI et al. 2009).

De maneira geral, o efeito antimicrobiano do 6leo de copaiba é atribuido a sua
interacdo com componentes estruturais da célula bacteriana (BELLETTI et al. 2004),
como a camada fosfolipidica da membrana celular, aumentando a permeabilidade e
ligando-se a constituintes de vital importancia para a bactéria (SINGH et al. 2002).

Segundo Braga e Silva (2007), sdo varios os estudos relacionados ao uso
da copaiba (Copaifera ssp) no tratamento de enfermidades, pois ela apresenta
caracteristicas terapéuticas anti-inflamatoria, cicatrizante e acao antimicrobiana contra
agentes como Staphylococcus aureus, dentre outros.

Dentre as pesquisas voltadas ao tratamento fitoterapico com o 6leo de copaiba
contra a mastite bovina pode-se citar: Soares et al., (2003), avaliaram a atividade
antimicrobiana do 6leo de copaiba, naformade Oleo-resina e essencial foram verificadas
sobre 55 microrganismos isolados de amostras de leite de vacas diagnosticadas
com mastite subclinica. Observou-se que a Oleo-resina 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 6leo-resina apresentou melhor
atividade antimicrobiana do que o 0Oleo essencial de Copaifera spp. Braga e Silva
(2007), avaliaram o efeito antimicrobiano do extrato da folha da copaiba (Copaifera
langsdorffii) sobe as bactérias S. aureus, sendo neste experimento, realizadas as
avaliacboes de trés concentragdes do extrato em 0,2; 0,1; 0,05 g/ml pelo método de
difusdo em disco.

Neste contexto, 0 objetivo com a pesquisa apresentada neste estudo foi avaliar o
uso in vitro de pasta de aplicagao intramamaria em emulsao oleosa elaborada a base
de 6leo de copaiba, no tratamento alternativo da mastite subclinica e, compara-la ao
antimicrobiano sintético.

2| MATERIAL E METODOS

Foram selecionadas 10 vacas da raca mesticas (Holandés x Zebu), multiparas,
com peso vivo médio de 500 kg, em terco médio de lactacdo, com média de producao
diaria de 10 litros de leite. A selecao dos animais ocorreu em funcado da deteccao
positiva de mastite pelo teste de CMT (SCHALM e NOORLANDER, 1957), em um ou
mais quartos mamarios do Ubere.
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O delineamento experimental foi inteiramente casualizado, com dois tratamentos
que compreenderam da aplicacdo de pasta intramamaria com 6leo de copaiba na
concentracao de 20% (seringas de 10 gramas) e, da aplicagcao de pomada intramamaria
com antimicrobiano gentamicina, 250 mg, avaliadas ao longo do tempo (antes do
tratamento, durante os 3 dias de tratamento e 4 dias subsequentes ao tratamento).
Cada tratamento foi composto por cinco animais. O tratamento foi administrado uma
vez ao dia em cada teto positivo ao CMT, ap0s o pos-dipping da ordenha, durante trés
dias.

A pasta em suspensdo oleosa com o 6leo de copaiba, para a aplicacéo
intramamaria, foi formulada e embalada na empresa NewAgri®, convénio Universidade
Brasil/empresa. O tratamento com o antimicrobiano (Gentatec® Mastite 250 mg em
suspensao oleosa a base de gentamicina, especialmente formulada para aplicacéo
intramamaria) foi adquirido pronto para o uso, em loja especializada de insumos para
a producéao animal.

Na coleta das amostras do leite, os tetos foram higienizados através de imersao
em solucao antisséptica de alcool iodado (5%), decorridos 30 segundos 0 excesso de
antisséptico foi removido com alcool 70% e seco com papel toalha. Apés a higienizacao
seguiu-se o teste da caneca telada e o California Mastitis Test (CMT).

Foram coletados 10 mL de leite em frascos estéreis de 25 mL, abertos apenas no
momento da amostragem e fechados em seguida. As amostras foram transportadas
refrigeradas até o laboratério para realizacdo dos testes microbiol6gicos, sendo o
isolamento e identificacao bacteriana, de acordo com BRITO et al. (1999). As contagens
bacterianas totais (CBT, expressadas em UFC/mL) foram obtidas por meio da analise
em equipamento automatizado, que adota o principio de citometria de fluxo.

No isolamento das bactérias, as amostras foram incubadas por 8 horas e em
seguida repicadas nos seguintes meios: Agar BHI, Agar MacConkey e Agar Manitol
Vermelho de Fenol. Em seguida, as col6nias foram observadas quanto a sua forma,
cor, bordas, dentre outras caracteristicas fenotipicas. Apds a diferenciacao inicial das
colénias, estas foram submetidas as provas de identificacdo preliminar: Coloracao
de Gram, para observacdo das caracteristicas morfoldgicas e tintoriais; teste de
hidrélise ao KOH a 3%, para confirmag¢ao do Gram; e prova da catalase. Toda a etapa
de identificagdo foi realizada de acordo com o género isolado, utilizando-se provas
bioquimicas especificas como recomendado por (KONEMAN. et al. 2008).

Nas andlises da composicdo quimica do leite (sOlidos totais, solidos totais
desengordurados, gordura, proteina, lactose, densidade, pH, condutividade e ponto
de congelamento), apds a ordenha total da glandula mamaria, foram reservados 50
mL do leite, armazenados em tubo tipo Falcon. As analises quimicas nas amostras de
leite foram realizadas utilizando-se aparelho de infravermelho proximo (Ultrassonic
Milk Analyzer, marca Master Classic), empresa NewAgri®.

Os dados da composicao quimica foram analisados usando o procedimento
PROC GLM do SAS (2006) e a analise de variancia realizada considerando os
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efeitos de tratamento e periodo e suas interacées. Os dados foram avaliados como
medidas repetidas no tempo (um dia antes do tratamento, nos trés dias de aplicacéo
do tratamento e, quatro dias ap6s o tratamento). Foram submetidos a prerrogativa dos
testes de normalidade, homogeneidade de variancias e analise de residuo. Os dados
foram comparados pelo teste t ao nivel de 95% de confianca.

Os dados referentes aos parametros microbioldégicos foram submetidos aos
testes Exato de Fisher e Qui-quadrado. A contagem bacteriana total (x 10° UFC/mL) foi
transformada em logaritmo na base 10. Aos dados de CMT, empregou-se a técnica de
estatistica descritiva por meio da distribuicdo das frequéncias absolutas para quartos
mamarios referentes.

31 RESULTADOS E DISCUSSAO

O teste (California Mastitis Test — CMT) aplicado na verificagdo da presenca
de mastite nos quartos mamarios foi baseado no resultado padrao, conforme apresen-
tado na Figura 1.

Figura 1: Em A, escore negativo (CMT-) e em B, escore positivo (CMT+) para presenga ou

nao de mastite subclinica ao teste de CMT dos quartos mamarios (PE posterior esquerdo;

PD posterior direito; AE anterior esquerdo; AD anterior direito)) dos animais experimentais
submetidos aos tratamentos com 6leo de copaiba e antimicrobiano gentamicina.

No primeiro, segundo ou terceiro dia do tratamento, ndo foi observada diferenca
significativa nas alteragdes das frequéncias positivas ou negativas referente ao teste
do CMT nos quartos mamarios dos animais experimentais dos dois tratamentos, ou no
total geral dos mesmos (Tabela 1).
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Posterior Posterior Anterior Anterior

Perlodo Tratamento  CMT Esquerdo Direito Esquerdo Direito Total
o O , - 4 5 3 3 15
T C Copaiba
= + 1 0 2 2 5
£ 2 : 5 4 2 4 15
< ¥ Gentamici A”

g entamicina | 0 1 3 1 c
- 4 5 4 3 16
o € Copaiba A
°3g + 1 0 1 2 4
© © - 5 5 2 5 17
0O © Gentamicina A*
+ 0 0 3 0 3
- 5 5 3 3 16
g 2 Copaiba N A"
N 0 0 2 2 4
e s - 5 5 2 4 16
0 £ Gentamicina A
+ 0 0 3 1 4
o , . 4 5 4 3 16
o £ Copaiba A”
52 + 1 0 1 2 4
© - 5 4 2 5 16
O ©® Gentamicina A*
* 0 1 3 0 4

*: Valores seguidos pela mesma letra, na coluna, dentro de Periodo e Total, ndo diferem entre si
pelo teste Exato de Fisher (p=0,05)

Tabela 1: Frequéncias de ocorréncia do escore positivo (+) ou negativo (-) para mastite
subclinica ao teste de CMT, nos quartos mamarios (PE posterior esquerdo; PD posterior
direito; AE anterior esquerdo; AD anterior direito) dos animais experimentais, antes e durante
o tratamento com 6leo de copaiba e antimicrobiano gentamicina.*: Valores seguidos pela mesma
letra, na coluna, dentro de Periodo e Total, ndo diferem entre si pelo teste Exato de Fisher (p=0,05)

No primeiro dia ap0s o periodo de tratamento foi observada diferenca significativa
da frequéncia do teste de CMT (Tabela 2). O quarto mamario anterior do lado esquerdo
(AE) dos animais tratados com 6éleo de copaiba, apresentou 100% dos testes com
resultado negativo, diferindo significativamente dos animais que foram tratados com
gentamicina, com 20% dos testes positivos. No total, ndo houve diferenca entre os
tratamentos na frequéncia dos resultados positivos ou negativos do CMT.

No segundo dia ap6s o tratamento, observou-se 0 mesmo comportamento do
primeiro dia, na frequéncia do CMT no quarto mamario anterior esquerdo (AE), para
os dois tratamentos avaliados. No entanto, no total geral das frequéncias do CMT, no
tratamento com 6leo de copaiba foi observado 100% de testes negativos para mastite
subclinica e, para o tratamento com gentamicina, apenas 75% (Tabela 2).

No terceiro dia apés o tratamento, observou-se 0 mesmo comportamento ocorrido
no segundo dia ap0Os o tratamento, ou seja, a frequéncia do CMT com resultado positivo
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(100%) para o tratamento com 6leo de copaiba e 75% com gentamicina. No total geral
nao houve diferenca entre os tratamentos para a frequéncia dos resultados positivos
ou negativos do CMT. No quarto dia ap6s o tratamento, no total geral, ndo houve
diferenca significativa nas altera¢des das frequéncias dos casos positivos e negativos
do teste de CMT, nos dois tratamentos avaliados (Tabela 2).

Nos animais tratados com 6leo de copaiba, observou-se que dos 160 quartos
mamarios submetidos ao teste do CMT apenas 20 foram positivos para mastite, dos
quais cinco estavam positivos antes do inicio do tratamento, oito ocorreram durante
o periodo de tratamento e sete foram ap6s o término do tratamento. Por outro lado,
no grupo dos animais tratados com gentamicina, em relacéo aos 160 testes de CMT
realizados, 30 foram positivos para mastite subclinica dos quais 5 ja estavam antes
do inicio do tratamento com o medicamento convencional, 7 ocorreram durante o
tratamento e 18 foram apés o término do tratamento (Figura 2).

Periodo . . . .
apos Tratamento CMT Posterior P nlstelnor Anterior An_ tEI:IGI’ Total
Esquerdo Direito  Esquerdo Direito
tratamento
o - 5 5 5 4 19
"Q Copaiba AY AY
= P + 0 0 0 1 1
T - 5 4 2 4 15
g Gentamicina B* A
- + 0 1 3 1 5
- 5 5 5 5 20
Copaiba A" A"
“: 2 + 0 0 0 0 0
&2 a
O .
© Gentamicina S 4 2 B* 4 15 B*
+ 0 1 3 1 5
Copaiba ) S S O 19 as
g + 0 0 0 1 1
28
0w Gentamicina ) 5 S 2 B” 5 17 A
+ 0 0 3 0 3
. - 5 5 5 .4 19 .,
< @ Copaiba N 0 0 0 A 1 1 A
=8
0O o o - 5 5 4 . 5 19 .
Gentamicina N 0 0 : A 0 1 A

*: Valores seguidos pela mesma letra, na coluna, dentro de Periodo e Total, ndo diferem entre si pelo teste
Exato de Fisher (p=0,05)

Tabela 2: Frequéncias de ocorréncia do escore positivo (+) ou negativo (-) para mastite
subclinica ao teste de CMT, nos quartos mamarios (PE posterior esquerdo; PD posterior
direito; AE anterior esquerdo; AD anterior direito) dos animais experimentais submetidos ao
tratamento com éleo de copaiba e ao tratamento com o antimicrobiano gentamicina, dias ap6s
o tratamento.

Na avaliacdo da frequéncia total dos quartos mamarios, o tratamento Oleo de
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copaiba apresentou 14,28% de CMT positivo para a mastite subclinica e, o tratamento
gentamicina, 23,07%. Diante destes resultados, é possivel constatar que houve
redu¢cdo numérica da mastite subclinica na ordem de 6,25% no grupo submetido ao
tratamento com o 6leo de copaiba em relacao ao tratamento com gentamicina (Figura
2).

QUARTOS MAMARIOS

EGE CMT(+) =GE CMT(-) ®OC CMT(+) =OC CMT(-)

Figura 2: Frequéncias totais de ocorréncia do escore positivo (CMT+) ou negativo (CMT-) para
mastite subclinica ao teste de CMT (total geral e total individual dos quartos mamarios (PE
posterior esquerdo; PD posterior direito; AE anterior esquerdo; AD anterior direito)).

De uma forma geral, verificou-se que 0s microrganismos mais frequentes,
identificados a partir das amostras coletadas, pertenciam a familia Micrococcaceae,
sendo mais frequentes as do grupo dos Staphylococcus; a familia Enterobacteriaceae,
sendo observada a Enterobacter sp, E. colie Proteus sp; a familia Pseudomonadaceae,
a bactéria Pseudomonas sp (Tabela 3). Assim como em trabalhos realizados por
Reis. et al (2003) e Martins. et al (2010), identificaram nos exames microbioldgicos,
o isolamento dos seguintes microrganismos Staphylococcus aureos, Staphylococcus
coagulase-negetiva, Bacillus ssp, Corynobacterium bovis, E. coli, Streptococcus
uberes e Pseudomonas.

Verificou-se que, no grupo tratado com 6leo de copaiba, no periodo anterior
ao tratamento houve crescimento dos seguintes microrganismos Staphylococcus
sp, Streptococcus sp, Enterobacter e Pseudomonas sp, confirmando-se a mastite
subclinica, visto que estas bactérias sao as principais causadoras desta enfermidade,
como descrito por Fonseca et al (2000), Beloti et al (1997) e Mendonca et al (1999).

Durante o periodo da utilizacdo do 6leo de copaiba no tratamento da mastite
subclinica, pode-se verificar que, no 2° dia de tratamento, dos 50 isolamentos realizados
houve crescimento em 5, com prevaléncia do Staphylococcus sp, Enterobacter,
Corynebacterium sp e Proteus sp. Ja no 3° e ultimo dia da utilizacdo do 6leo de
copaiba, pode-se observar que dos 50 isolamentos ocorreu crescimento em 5 onde a
prevaléncia foi de Staphylococcus sp, Streptococcus sp, Corynebacterium sp, Proteus
sp e Pseudomonas sp (Tabela 3).

No grupo dos animais tratados com antimicrobiano gentamicina, antes de iniciar o
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tratamento da mastite subclinica com a gentamicina foi possivel observar presenca de

Staphylococcus sp, Streptococcus sp e Corynebacterium sp, confirmando-se a mastite

subclinica neste grupo. Durante o periodo de tratamento com a gentamicina observou-

se que no 2° dia de tratamento ocorreu crescimento em 5 dos 50 isolamentos onde os

microrganismos presentes foram, Staphylococcus sp, Enterobacter sp e Eschirichia

coli, ja no 3° e ultimo dia de tratamento dos 50 isolamentos houve crescimento em

apenas 2, com a prevaléncia de Enterobacter sp e Staphylococcus sp (Tabela 3).

Diante do descrito, de acordo com a Tabela 3, no total da frequéncia dos

microrganismos isolados, ndo houve diferenca significativa entre os tratamentos

avaliados, nos periodos antes do tratamento e, primeiro, segundo e terceiro dia de

tratamento.

Pernicdos
Tratamentos
Crescimento

sp

en

Corynebacrerium

Eschirichia coli
5p

Proteus sp

Cirobacrer

Pseudomonas

sp

Bacillus. sp

Copaiba

A

Gentami-cina

Antes do
tratamento

e

Copaiba

A=

Gentami-cina

Dia 1 do
tratamento

A

Copaiba

A

Oia 2 do
tratamento

Gentami-cina

A

Copaiba

A

Gentami-cina

+*
S o el el Il Ll el Il F T T R

Dia 3 do
tratamento

o o oo ;|2 k|l o o|o om|w | w|Sreprococcus

o | | w|lo o|rm w|a &|o | & |Enterobacrer sp
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Klebsiella sp

O = kO | = &S |SD | SD = b
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A

*: Valores seguidos pela mesma letra, na coluna, dentro de Data e Total, ndo diferem entre si pelo teste

**: Valores seguidos pela mesma letra, na coluna, dentro de Data e Total, ndo diferem entre si pelo teste

Exato de Fisher (p=0,05)

de Qui-quadrado (p=0,05)

Tabela 3: Comparagdes nao paramétricas das frequéncias de microrganismos isolados em

amostras de leite dos animais experimentais submetidos ao tratamento com 6leo de copaiba

e ao tratamento com o antimicrobiano gentamicina, antes do tratamento e, nos trés dias de

tratamentos experimentais.

Nos quatro dias apds o final do tratamento, no total das frequéncias observadas

dos isolamentos, pode-se observar que nao houve diferenca significativa entre os dois

tratamentos (Tabela 4).

Quanto a prevaléncia das bactérias isoladas nas amostras apos o tratamento,

tanto com o 6leo de copaiba como com a gentamicina, indica insensibilidade ao

efeito bactericida dos tratamentos (Tabela 4). Por outro lado, Rodrigues et al (2013),

observaram, ao testar 122 isolamentos de Staphylococcus sp, sensibilidade a acao
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bactericida do 6leo de copaiba.
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*: Valores seguidos pela mesma letra, na coluna, dentro de periodo e total, ndo diferem entre si pelo teste
Exato de Fisher (p=0,05)

**: Valores seguidos pela mesma letra, na coluna, dentro de periodo e total, ndo diferem entre si pelo teste
de Qui-quadrado (p=0,05)

Tabela 4: Comparagdes nao paramétricas das frequéncias de microrganismos isolados em
amostras de leite, nos quatro dias ap6s os tratamentos com 6leo essencial de copaiba e com o
antimicrobiano gentamicina.

Com relagédo a gentamicina, no presente trabalho, foi baixa a sensibilidade
do Staphylococcus frente ao antimicrobiano, sendo os resultados diferentes aos
encontrados por Fontana et al. (2010), que mostraram maior eficiéncia da gentamicina
sobre esta bactéria.

No total geral do periodo apés o tratamento experimental, ndo houve diferenca
significativa da frequéncia dos isolamentos entre os dois tratamentos (Tabela 5).
Em particular, no caso do isolado de E.coli, houve diferencas significativas entre os
tratamentos, sendo que o tratamento com 6leo de copaiba apresentou 97,5% de
isolados negativos, e, no tratamento com gentamicina, 82,5%. Para Proteus sp., no
tratamento com 6leo de copaiba houve 85% de casos negativos e, 100% de auséncia
de crescimento no tratamento com gentamicina. Para Pseudomonas sp., 92% de
auséncia de crescimento no tratamento com 6leo de copaiba e 100% de auséncia nos
tratados com gentamicina (Figura 3).
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*: Valores seguidos pela mesma letra, na coluna, ndo diferem entre si pelo teste Exato de Fisher (p=0,05)
**: Valores seguidos pela mesma letra, na coluna, ndo diferem entre si pelo teste de Qui-quadrado (p=0,05)
Tabela 5: Comparagdes ndo paramétricas das frequéncias totais de microrganismos isolados em amostras de

leite dos animais experimentais submetidos ao tratamento com éleo essencial de copaiba e ao tratamento com o
antimicrobiano gentamicina.

BACILLUS. SP 39
39
PSEUDOMONAS SP 40
33
KLEBSIELLA SP 39
36
CITROBACTER 40
38
PROTEUS SP 40
34
CORYNEBACTERIUM SP 39
I I 36
ESCHERICHIA COLI 33
I I | 39
ENTEROBACTERSP 3
| | - 36
STREPTOCOCCUS SP 35
| | 135
STAPHYLOCOCCUS SP 33
3
0 5 10 15 20 25 30 35 40 45
#GE CMT(+) ~GE CMT(-) ®=OC CMT(+) =0OC CMT(-)

Figura 3: Frequéncias totais de microrganismos isolados em amostras de leite dos animais
experimentais com crescimento positivo (CMT+) e negativo (CMT-), submetidos aos
tratamentos com 6leo de copaiba e ao tratamento com o antimicrobiano gentamicina.

Foi possivel observar neste trabalho que o 6leo de copaiba teve agéo inibitoria
sobre E.coli e Pseudomonas sp, assim como em trabalhos realizados por Mendonca
e Onofre (2009), onde os mesmos avaliaram o efeito inibitorio do éleo de copaiba e
observaram que estas bactérias apresentaram sensibilidade ao 6leo de copaiba.

Na composicdo do leite, ndo houve alteracdo significativa nos parametros
soélidos nao gordurosos e sélidos totais (Tabela 6), proteina (Tabela 7) em funcéo dos
tratamentos avaliados com 6leo de copaiba e gentamicina e os dias de avaliacéo.

O parametro lactose apresentou, no ultimo dia de avaliacao, teor 29,4% superior
no grupo dos animais tratados com Oleo de copaiba, em relagéo ao grupo tratado com
gentamicina (P<0,05). Em relacao ao parametro gordura no leite, no primeiro periodo,
ou seja, antes da aplicacao dos tratamentos, o grupo 6leo de copaiba apresentou teor
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maior em relagéo ao grupo gentamicina (P<0,05) (Tabela 7).

Observou-se a influéncia do periodo de avaliagdo nos parametros lactose, apenas
no grupo 6leo de copaiba, sendo que houve diferencga significativa entre o periodo 8,
com maior teor (4,52%) e os periodos 2, 3 € 5, com 0s menores teores (2,99. 2,90 e
3,01) e, os demais periodos semelhantes entre sie, ao 2, 3, 5 e 8.

Tratamento/Médias = desvios padroes’ Analisz de Varidncia

Pardmetro Perigdo® — -
Jleo de copalta Gentamicina Valor de F* prob. = F*
n 1 187 % 0.40 274 t 1.52 2,25 0,1302
E 2 2,84 £ 1.42 283 0.87 0,03 08622
ﬁ 3 220 % 1.03 2,20 % 0.69 0,00 0,B88%
= 4 264 £ 0.58 183 % 0.73 201 01610
:E 5 187 % 0.31 242 % 0.7a 082 03677
n i1 258 % 0.35 181 ¢ 0.34 1,75 0,1805
_'.—E T 205 £ 0.75 208 £ 0.43 0,00 0,808
= g 2,04 z 0,37 208 0,28 0,00 0,p654
Valor de F* 0,85 1,14
prob. = F* 04744 0.3434
1 430 £ 0.32 468 t 0.20 2,81 0,0Lay
2 404 £ 0.71 421 ¢ 0.09 0,66 0,4123
_ué 3 el oz 0.45 403 % 0.30 0,21 0,5805
‘E 4 420 % 0.37 430 t 0.19 0,20 0,6583
_'E 5 407 £ 0.32 121 ¢ 0.14 0,44 05074
-.;T:-'J [+ 448 % 0,33 430 % 0.21 077 0,2824
T 424 ¢ 0.44 441 ¢ 015 0,63 04233
B 422 % 0.41 431 ¢ 0.25 017 06734
Valor de F* 1.38 1.40
prob. < F* 0,2304 0.2225

1: Valores seguidos pela mesma letra, maitscula na linha e mintscula na coluna, néo diferem entre si pelo
teste t (p=0,05).

2: Valor de F para o desdobramento de Grupos dentro de Periodo.
3: Probabilidade de Significancia para o valor de F.
4: Valor de F para o desdobramento de Dias dentro de Grupo.

*Periodos: 1=antes do tratamento; 2-4= dias consecutivos de tratamento (total de trés dias); 5-8
= dias consecutivos p6s-tratamento (total de quatro dias).

Tabela 6: Resultados das comparagdes das médias dos parametros sélidos ndo gordurosos e
sélidos totais das amostras de leite colhidas nos quartos mamarios dos animais experimentais
submetidos ao tratamento com 6leo essencial de copaiba e ao tratamento com o antimicrobiano
gentamicina, em diferentes periodos.

Também, no parametro gordura, apenas no tratamento com gentamicina, houve a in-
fluéncia do periodo de coleta, sendo o primeiro dia, o maior valor e diferente dos demais
(P<0,05) (Tabela 7).
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Tratamento/Meédias e desvios padrbes’

Analise de Variancia

FPeriodo™ -
Oleo essencial de copaiba Gentamicina Valor de F* prob. < F4
1 28,36 = 1,97 30,23 = 0,75 2,11 0,1511
2 2581 = 3,76 26,84 = 093 0,64 0,4264
3 2549 = 2,56 26,26 = 2,03 0,36 0,5499
g 4 27,12 = 2,09 2841 = 1,66 1,00 0,3219
< 5 o8 78 . 400 77 e+ (63 0,24 0,6276
~ 6 2422 = 204 28486 + 1,22 0,35 0,5561
7 27,89 = 267 2911 + 1,11 0,89 0,3488
8 27,79 = 2,62 28,38 = 1,84 0,22 0,6441
WValor de F* 1,94 0,08
prob. < F? 1,9600 0,0746
1 3,18 = 0,23 Aab 346 + 0,16 Aa 0,30 0,5850
2 2989 = 052 Ab 312 & 007 Aa 0,07 0,7938
3 280 + 036 Ab 288 + 022 Aa 0,03 0,8678
i 4 311 = 027 Aab 318 =+ 0,14 Aa 0.02 0,8897
E 5 301 = 023 Ab 312 + 0,10 Aa 0,05 0,8275
6 3,33 = 024 Aab 318 + 0,15 Aa 0,08 0,7785
7 3,14 = 0,33 Aab 326 + 0,11 Aa 0,06 0,8029
8 452 + 3,03 Aa 319 + 0,19 Ba 7,04 0,0100
Valor de F* 2,16 0,15
prob. < F3 0,0496 0,9937
1 490 + 012 Ba 542 + 107 Aa 8,49 0,0049
2 488 + 015 Aa 486 =+ 007 Ab 0,02 0,9026
3 481 + 009 Aa 477 + 005 Ab 0,05 0,8240
3 4 483 + 009 Aa 478 + 006 Ab 0,07 0,7896
E 5 486 + 009 Aa 482 + 003 Ab 0,04 0,8414
6 488 = 012 Aa 485 + 008 Ab 0,03 0,8675
7 490 + 012 Aa 485 + 008 Ab 0,08 0,7811
8 488 + 015 Aa 489 + 010 Ab 0,00 0,9911
WValor de F* 0,07 277
prob. < F2 0,9995 0,0139

1: Valores seguidos pela mesma letra, mailscula na linha e minascula na coluna, ndo diferem entre si pelo

teste t (p=0,05).

2: Valor de F para o desdobramento de Grupos dentro de Periodo.

3: Probabilidade de Significancia para o valor de F.

4: Valor de F para o desdobramento de Dias dentro de Grupo.
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*Periodos: 1=antes do tratamento; 2-4= dias consecutivos de tratamento (trés); 5-8 = dias consecutivos
pbs-tratamento (quatro).

Tabela 7: Resultados das comparacgdes das médias da composicdo em proteina, gordura
e lactose das amostras de leite colhidas nos quartos mamarios dos animais experimentais
submetidos ao tratamento com 6leo essencial de copaiba e ao tratamento com o antimicrobiano
gentamicina, em diferentes periodos.

41 CONCLUSOES

Conclui-se que o uso do Oleo de copaiba no tratamento de mastite subclinica
nao causa alteracdes significativas na composi¢cao quimica do leite. Nas condi¢des
do experimento pode-se concluir que o tratamento com 6leo de copaiba (apresenta—
se viavel para o tratamento alternativo de mastite subclinica bovina, na presenca de
bactérias especificas.
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