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RESUMO

A Oleorresina de copaiba possui diversas propriedades medicinais ja comprovadas, entre elas
destaca-se a atividade antimicrobiana. O objetivo desse trabalho foi avaliar a composigéo
quimica da Oleorresina de Copaifera reticulata Ducke, a citotoxicidade e a atividade
antimicrobiana frente as cepas Staphylococcus aureus; S. aureus resistente a meticilina e S.
simulans nos periodos sazonais (seco e chuvoso) da oéleorresina, bem como obter uma
formulagdo fitoterdpica semissolida contendo a Oleorresina de Copaifera reticulata Ducke.
Para isso, foi realizada a cromatografia Gasosa acomplada a Espectrometria de Massa (CG-
EM), para avaliar a composi¢do quimica da Oleorresina, a atividade citotoxica in vitro
utilizando células da linhagem VERO. A atividade microbioldgica por difusdo em poco e
microdiluicdo em placas e a formulagdo foi obtida por fusdo da manteiga de murumuru a 45°
C e em seguida, com a adi¢do do tensoativo, 4gua e 6leo para formagédo de um sistema
emulsionado. Os resultados obtidos mostram que, foi possivel identificar apenas trés
amostras, sendo descritas como Amostra 1 do periodo seco e chuvoso (1S e 1C) Amostra 2 do
periodo seco e chuvoso (2S e 2C) e Amostra 3 do periodo seco e chuvoso (3S e 3C)
botanicamente, na analise quimica o - cariofileno foi identificado como componente
majoritario em todas as amostras utilizadas, as amostras 2 C, 2 S, 3 C e 3 S apresentaram
citotoxicidade apenas na concentracdo de 200 pug/mL, e a amostra 1 C e 1 S ndo apresentou
citotoxicidade em nenhuma das concentraces utilizadas, nas bactérias utilizadas constatou
acdo antibacteriana indicando que houve acdo da Oleorresina. A determinacdo da
Concentracdo Inibitéria Minima (CIM) demostrou que a o6leorresina coletada no periodo
chuvoso mostrou forte inibicdo para a bactéria S. aureus meticilina resistente e S. aueures,
enquanto que do periodo seco mostrou uma fraca inibicdo para todas as cepas testadas. A
formulacdo incorporada com a 6leorresina apresentou-se estavel, com aspecto de gel, de cor
amarelo claro e odor amadeirado, com aparecimento de anisotropia e birrefringeréncia, com
textura em forma de estrias, caracteristico de fase hexagonal que vem sendo empregada em
alguns estudos para liberagdo sustentada de farmacos. Os resultados obtidos no presente
trabalho reforcam ainda mais a importancia da Gleorresina de copaiba proveniente da regido
Amazodnica como fitoterdpico com potencial antibacteriano, sendo desta forma, uma fonte
promissora para a sintese de novos farmacos com atividade antimicrobianos.

Palavras-chave: Atividade antibacteriana. Composi¢do quimica. Copaifera. Formulag&o.



ABSTRACT

The copaiba oleoresin has several proven medicinal properties, among them the antimicrobial
activity. The aim of this work was to evaluate the chemical composition of Copaifera
reticulata Ducke oleoresin, cytotoxicity and antimicrobial activity against Staphylococcus
aureus strains; Methicillin-resistant S. aureus and S. simulans in the seasonal (dry and rainy)
periods of oleoresin, as well as obtain a semi-solid herbal formulation containing Copaifera
reticulata Ducke oleoresin. For this, Gas Chromatography with Mass Spectrometry (GC-MS)
was performed to evaluate the chemical composition of the oleoresin, cytotoxic activity in
vitro using VERO cells. Microbiological activity by well diffusion and plate microdilution
and the formulation was obtained by melting the murumuru butter at 45 ° C and then with the
addition of surfactant, water and oil to form an emulsified system. The results showed that it
was possible to identify only three samples, being described as Sample 1 of dry and rainy
period (1S and 1C) Sample 2 of dry and rainy period (2S and 2C) and Sample 3 of dry and
rainy period (3S and 3C) botanically, in the chemical analysis p-caryophyllene was identified
as the major component in all samples used, samples 2 C, 2 S, 3 C and 3 S showed
cytotoxicity only at 200 pug / mL, and the sample 1 C and 1 S showed no cytotoxicity in any
of the concentrations used, in the bacteria used it found antibacterial action indicating that
there was action of oleoresin. The determination of the Minimum Inhibitory Concentration
(MIC) showed that the oleoresin collected in the rainy season showed strong inhibition for S.
aureus methicillin resistant bacteria and S. aueures, while in the dry period showed a weak
inhibition for all strains tested. The formulation incorporated with oleoresin was stable, gel-
like, light yellow in color and woody odor, with the appearance of anisotropy and
birefringence, with streak-shaped texture, characteristic of hexagonal phase that has been used
in some studies for sustained release of drugs. The results obtained in the present study
further reinforce the importance of copaiba oleoresin from the Amazon region as a
phytotherapic with antibacterial potential, thus being a promising source for the synthesis of

new drugs with antimicrobial activity.

Keywords: Antibacterial activity. Chemical composition. Copaifera. Formulation.
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1  INTRODUCAO

A espécie Copaifera reticulata Ducke pertence ao género Copaifera, familia
Fabaceae, subfamilia Detarioideae, e atualmente possui aproximadamente 72 espécies
descritas na literatura. Destas 16 sdo encontradas exclusivamente no Brasil. Popularmente
conhecida como copaibeira ou pau d’6leo, ¢ uma arvore nativa de regides tropicais e, no
Brasil, desenvolve-se principalmente nas regides Norte e Nordeste (VEIGA JUNIOR &
PINTO, 2002).

No Oeste do Pard a C. reticulata pode ser encontrada na area de conservacao e
manejo da Floresta Nacional do Tapajos (FLONA-Tapajos), em Belterra-PA. Esta planta pode
viver em média 400 anos, atingi uma altura entre 25 a 40 metros e didmetro entre 0,4 e 4
metros. Apresenta a casca aromatica, folhagem densa, flores pequenas e frutos secos, do tipo
vagem (PIERI, 2009).

A Copaifera vem sendo valorizada pelos produtos e beneficios que dela provém
(BARBOSA et al., 2009), tanto pela sua madeira de boa qualidade, quanto pela producdo de
Oleorresina, o qual é utilizado pelas populacdes tradicionais da Amazdnia e industrias
farmacéuticas, devido as suas propriedades terapéuticas e cosméticas. Tais como Xaropes,
capsulas, 6vulos vaginais, sabonetes, pomadas, xampus entre outros (PIERI, 2009). Dessa
forma se encontra como um dos produtos florestais ndo madeireiros mais importantes, sendo
exportado para os Estados Unidos, Franga, Alemanha e Inglaterra (SILVA, 2014).

A Oleorresina é exsudada da arvore através de um furo realizado no tronco e se
apresenta como Oleo transparente, de coloracdo variando entre amarelo claro ao castanho
dourado, de viscosidade varidvel, apresentando odor forte e sabor amargo (LOURENCO,
2009). O oleo de copaiba € constituida por uma parte resinosa (cerca de 55% a 60%), que é
composta pelos seguintes diterpenos: acido hardwickico, colavenol, acido copaiférico ou
copaifero, acido copaiferdélico, acido calavénico, acido patagbnico, &cido copalico entre outros
(LEANDRO, 2012), e uma fracdo volatil composta principalmente por sesquiterpenos: B-
cariofileno, B- bisaboleno, a- humuleno e o a e B- selineno que possuem comprovada agéo
anti-inflamatoria, antibacteriana, antifingica e antiedémica (PIERI, 2009).

Ha relatos muito antigos sobre as propriedades medicinas do 6leo de copaiba.
Barléu (1974) afirma que os indios latino-americanos observaram que 0s animais se
esfregavam nos troncos das copaibeiras para curar suas feridas. Baseado nessas informacdes,
Lourengo (2009) constatou que o 6leo de copaiba apresentava propriedades anti-inflamatoria,

antimicrobiana, antitumoral e antitetanica.
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No Brasil, 0 6leo de copaiba é amplamente utilizado na medicina popular, sendo
administrado oralmente e/ ou por aplicacdo topica do 6leo in natura ou em formulacGes
(LEANDRO et al., 2012). Além disso, € largamente usado para tratamento de amigdalites e
como cicatrizante nos casos de ferimentos e hematomas. Os povos mais antigos empregavam
0 6leo de copaiba contra catarros vesical e pulmonar, disenteria, bronquites, dermatoses e
como antisséptico das vias urindrias contra a gonorréia e a leucorréia (SILVA, 2016).

Portanto € necessario que os medicamentos de origem natural sejam padronizados
guimicamente e as provas serem apresentadas quanto a eficacia e uso em seguranca. A analise
e padronizacdo quimica das Gleorresinas de diferentes espécies de Copaifera é claramente
indispensavel, para que se possa relacionar composicdo quimica com atividade bioldgica e,
assim, permitir a validacdo como um método seguro e eficaz com controle de qualidade
adequado (LIMA, 2014).

Neste sentido, € importante lembrar que o Ministério da Saude Brasileiro, nos
ultimos anos, busca estimular a insercdo das praticas complementares de cuidado no Sistema
Unico de Salde (SUS). Destaca-se a implementacdo da Politica Nacional de Plantas
Medicinais e Fitoterapicos (PNPMF) (Brasil, 2006a) e a Politica Nacional de Praticas
Integrativas e Complementares (PNPIC) (Brasil, 2006b), que visam estimular o acesso as
préaticas complementares e as plantas medicinais, para o cuidado em saude, de forma eficaz e
segura.

Considerando a importancia de realizar buscas que confirmem os beneficios, as
comprovacoes de eficacia e a inclusdo de novos farmacos desenvolvidos a partir das plantas
medicinais, o objetivo desse trabalho foi identificar os compostos quimicos, avaliar a
citotoxicidade e a agdo antimicrobiana da espécie Copaifera reticulata Ducke, coletada
sazonalmente na Floresta Nacional do Tapajos (FLONA), localizada no municipio de
Belterra-Para no km 117 as margens da Br -163, para desenvolver uma formulacédo

fitoterapica capaz de incorporar esta 6leorresina em uma emulsdo.

1.1 OBJETIVO GERAL

Determinar a composi¢do quimica da oOleorresina de Copaifera reticulata Ducke,
a citotoxicidade e a atividade antimicrobiana da Gleorresina em diferentes periodos sazonais,
bem como obter uma formulacdo fitoterapica de semissolida contendo a Oleorresina de

Copaifera reticulata Ducke.
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1.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Coletar a 0leorresina de Copaifera reticulata nos periodos chuvoso e seco na
Floresta Nacional do Tapajos;

¢ Identificar os compostos quimicos da Oleorresina por Cromatografia Gasosa
aplicada a Espectrometria de Massa (CG-EM)

e Avaliar o potencial antimicrobiano in vitro da Oleorresina de C. reticulata
frente cepas de Staphylococcus spp. Através da técnica de difusdo em poco e
microdiluicdo em placas de 96 pogos.

e Auvaliar a citotoxicidade aguda in vitro da Oleorresina de C. reticulata,
utilizando as células da linhagem VERO, pelo método Alamar Blue.

e Obter uma formulacéo fitoterapica semissélida da 6leorresina de C. reticulata.

e Avaliacdo da atividade antibacteriana da formulagao.

2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 PROPRIEDADES BIOLOGICAS DAS PLANTAS MEDICINAIS

A utilizacdo de plantas medicinais pelo homem como forma terapéutica é
historicamente comprovada por registros datados de muitos anos atras, fazendo parte da sua
cultura. Por geracbes a populacdo de cada regido do pais, tinha como Unica forma de
tratamento, prevencédo e cura de diversos males, o uso empirico de plantas medicinas, muitas
vezes, identificando as indica¢fes das mesmas por meio da sua utilizacdo (BADKE et al.,
2016).

Acredita-se que a maioria da populacdo usa plantas medicinais, em especial 0s
povos das areas rurais dos paises em desenvolvimento ou em locais onde a populacdo ndo tem
acesso ou condicdes de adquirir medicamentos (TADEG, 2005). Nos paises desenvolvidos, a
chamada medicina complementar e alternativa tem sido utilizada com frequéncia, de forma
concomitante a medicina convencional. Nos anos 60, ocorreu nos paises desenvolvidos, como
Alemanha, Franca e Reino Unido, um interesse maior pela fitoterapia e, passaram a utilizar
ndo s6 a infusdo, cozimento ou tintura dos farmacos vegetais, mas a também em formas

farmacéuticas mais elaboradas como os comprimidos, capsulas, cremes e etc. (BRANDAO et
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al., 2006); nos Estados Unidos, o crescimento da fitoterapia foi superior a 50% no periodo de
1997 a 2002 (RIBEIRO & MOURA, 2009).

No Brasil, 0 uso de plantas medicinais no tratamento de enfermidades tem
influéncias da cultura indigena, africana, europeia e pela vasta biodiversidade encontrada no
pais, cujo territorio possui 0s cinco principais biomas: Amazonia, Cerrado, Mata Atlantica,
Pantanal e Caatinga; portanto, é uma rica fonte de produtos terapéuticos. O Pais ainda
preserva o valioso conhecimento tradicional associado ao uso de plantas como terapéutica,
demostrando que a fitoterapia faz parte da sua cultura (ASSIS et al., 2015).

As propriedades bioldgicas das plantas medicinais sdo atribuidas ao seu potencial
quimico que desempenha algumas atividades ja descritas na literatura; anti-inflamatéria e
antinociceptiva (CARVALHO et al., 1996) hipoglicemiante (FARIAS et al. 1997));
antiespasmadica, antiulcerogénica e antitumoral (MACIEL et al., 1998; MACIEL et al.,
2000); antiestrogénica, citotdxica, antimicrobiana e cicatrizante (PIRIZ et al., 2014).

No entanto, o uso de plantas medicinais no tratamento de doencas, deve ser
restrito a plantas conhecidas e/ou corretamente identificadas (COLOMBO et al., 2010), para
gue seja garantida sua seguranca, eficacia e qualidade nas preparacGes, pois é necessario obter
conhecimentos prévios sobre o potencial citotoxico e os efeitos adversos retardados e/ou
assintomaticos que esta planta pode causar (VENDRUSCOLDO et al., 2005).

2.2 RESISTENCIA BACTERIANA

O surgimento e a disseminacdo de microrganismos patogénicos resistentes aos
antimicrobianos disponiveis no mercado constitui um sério problema de satde publica, tanto
em paises desenvolvidos quanto em paises em desenvolvimento (DUARTE, 2006; TOVAR &
PETZEL, 2009). Sendo que, cada vez mais as doencas infecciosas afetam as pessoas em todo
0 mundo e ao longo da historia da humanidade, sempre representaram uma das principais
causas de morte.

Segundo dados da Organizacdo Mundial da Saide (OMS), as doencas infecciosas
representam 26% da mortalidade global, estimando-se que cerca de 50.000 pessoas morram a
cada dia em todo o mundo por estas doencas (BECKER et. al. 2006; CHANDA &
RAKHOLIYA, 2011). Fatores diretamente relacionados como, uso indiscriminado e
irresponsavel de antibidticos, terapéutica ou profilaticamente, humano ou veterinario, tem
favorecido a pressdo seletiva e predominancia de espécies bacterianas cada vez mais

resistentes (DEL FIOL et al., 2010). A aquisicéo de resisténcia aos antimicrobianos trata-se de
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um fendmeno genético, relacionado com alteracdo de genes contidos nos microrganismos, que
codificam diferentes mecanismos bioquimicos que impedem a acdo das drogas (MICHELIN
et al., 2005).

Apesar da disponibilizacdo de novos antibioticos, a resisténcia bacteriana ocorre
em ritmo crescente nos diferentes patdgenos gram-positivos e gram-negativos representando
um grande desafio terapéutico (ROSSI & ANDREAZII, 2005). No Brasil a Rede Nacional de
Monitoramento da Resisténcia Antimicrobiana em Servicos de Saude (RM) foi criada pela
Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA), em 2004, em parceria com a
Organizagdo Pan-Americana da Salde (OPAS) e a Coordenagdo Geral de Laboratorios de
Saude Publica do Ministério da Saude (CGLAB - SVS). Todos estes programas visam a
conscientizacao sobre o uso racional de antibidticos, além da pesquisa sobre 0 mecanismo de
transferéncia da resisténcia bacteriana e novos métodos de deteccdo da mesma (DRUMOND
et al., 2004).

O primeiro relato de resisténcia antimicrobiana foi publicado em 1947, quando o
isolamento de Staphylococcus aureus foi resistente a penicilina em 38 de 100 pacientes com
infeccdes estafilocdcicas na Inglaterra (BARBER, 1947). Em 1961 houve relatos de cepas S.
aureus resistentes a meticilina e outras penicilinas semissintéticas (JEVONS, 1961). Em
1984, foi estimado que a sensibilidade de S. aureus a penicilina foi reduzida para 85%.

As infecgOes causadas por S. aureus, apresentam morbidade e mortalidade
elevadas. Sendo que o S. aureus meticilina resistente (MRSA) é o patdgeno nosocomial mais
envolvido em infecgcdes hospitalares, responsavel por inativar a acdo de varios antibioticos
(STRATTON, 2000).

A bactéria S. simulans é um microrganismo que pode se apresentar como
bactérias  oportunistas emergentes, especialmente em  pacientes hospitalizados,
imunocomprometidos, prematuros e com dispositivos implantados (HEIKENS et al., 2005).
Grande causador de infecgdo priméaria de colonizagdo, causa infecgBes hospitalares graves
como bacteremias, septicemias e sepsis neonata (HUANG et al., 2003).

Em um estudo realizado por NGOWKE et al. (2011) demostraram que a
epidemiologia da resisténcia aos antibioticos varia de regido e de pais. Enquanto alguns paises
estdo registrando um declinio, outros estdo experimentando um aumento da resisténcia
bacteriana. Porém, estd evidente que o0 aumento ou a diminui¢cdo tem sempre uma ligacéo
direta com o uso indiscriminado de antibioticos (TACCONELLI et al. 2009).
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23A BUSCA POR METABOLITOS COM POTENCIAL
ANTIMICROBIANO

O uso de plantas medicinais (6leos e extratos vegetais) no tratamento de doencas €
uma estratégia antiga utilizada por praticamente todas as popula¢des do mundo. No Brasil €
comum, tanto nas regiGes mais pobres como também nas grandes cidades, o comércio de
plantas medicinais em feiras livres, mercados populares e plantadas nos quintais de casas
(DUARTE, 2006).

Em razdo ao aumento da resisténcia bacteriana as multiplas drogas
antimicrobianas, surgem a preocupacéo e a procura de novas alternativas terapéuticas, com as
plantas medicinais representando uma importante fonte para obtencdo destes medicamentos
(MICHELIN et al., 2005). Estudos ja comprovaram que 0s 6leos essenciais e extratos vegetais
sdo eficientes no controle do crescimento de varios microrganismos, incluindo bactérias,
fungos filamentosos e leveduras (RAMOS, 2016). Diversos mecanismos sédo considerados
para explicar a acdo antimicrobiana das plantas medicinais. Onde a acdo biologica pode estar
relacionada a caracteristica quimica e as quantidades dos componentes extraidos desse vegetal
(NAZZARO et al., 2013).

Os antibioticos vegetais possuem uma estrutura quimica que difere daquela dos
antibiodticos derivados de microrganismos, podendo regular o metabolismo intermediério de
patdgenos, ativando ou blogueando reacdes e sintese enziméatica ou mesmo alterando a
estrutura de membranas (MICHELIN et al., 2005). Podem também estar relacionada ao dano
causado a integridade da membrana celular pelos componentes lipofilicos do 6leo essencial
(COWAN, 1999). Em se tratando de bactérias, as gram-negativas sdo mais resistentes aos
Oleos essenciais do que as gram-positivas (TROMBETTA et al., 2005), devido as diferencas
estruturais das paredes celulares (NAZZARO et al., 2013).

Rahman e Kang (2009) relataram que 0s riscos de microrganismos patogénicos
desenvolvam resisténcia aos 0leos essenciais e extratos vegetais sao muito baixos, pois estes
produtos contém uma mistura de substancias antimicrobianas que atuam por meio de diversos
mecanismos. Constituindo uma caracteristica benéfica e vantajosa dos produtos derivados de
plantas sobre outros agentes antimicrobianos.

Além disso, dois fatos relevantes tém alavancado as pesquisas em buscas de
novos agentes antimicrobianos, especialmente aqueles derivados de plantas: a crescente
resisténcia bacteriana aos antimicrobianos presentes no mercado e as dificuldades impostas

pelo tratamento com medicamentos antifungicos atuais (CLEFF et., 2012).
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A Oleorresina de copaiba possui diversas propriedades medicinais ja
comprovadas, como atividades anti-inflamatorias, antitétano, antitumorais, antiblenorrégicas e
antissépticas urinarias. Além disso, tem sido usada para tratar bronquite, doencas de pele,
Ulceras e sifilis, bem como para curar feridas (CARVALHO & MILKE, 2014). Estudos
farmacol6gicos demonstraram suas propriedades como um anti-inflamatério; gastroprotetor;
analgésico; cicatrizante (ARAUJO JUNIOR et al., 2005, PACHECO et al., 2006;
CARVALHO et al.,, 2005, RAMOS, 2006); antinociceptivos (GOMES et al., 2007);
antitumoral (LIMA et al., 2003); e antimicrobiano (COSTA-LOTUFO et al., 2009; VEIGA
JUNIOR et al., 2005; TINCUSI et al., 2002).

2.4 Copaifera sp. - CONSIDERACOES GERAIS

2.4.1 A ARVORE DE COPAIBA

A arvore de copaiba pertence ao género Copaifera € constituido de espécies de
elevado valor econémico e ecoldgico, ndo apenas ha Amazonia, mas em todo continente Sul-
Americano (VEIGA JUNIOR et al., 2007). Este género pertence a familia Fabaceae,
Subfamilia Detarioideae, possui aproximadamente 72 espécies descritas na literatura, sendo
16 dessas encontradas apenas no Brasil (AZANI et al., 2017; LEANDRO, 2012).

Figura 1: Arvore de Copaiba.

As copaibeiras (Figura 1) crescem em meédia 40 metros, sdo fornecedoras de
madeira e Oleorresina, produtos extraidos de seu tronco e explorados em niveis comercial e
industrial. Apresentam caule aspero, de cor escura, com diametro médio entre 0,4 e 4 metros.
As folhas séo alternadas e pecioladas e as sementes sdo ovoides, envolvidas por um arilo

abundante e colorido, possuindo flores pequenas, hermafroditas e apetaladas. Os frutos séo do
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tipo vagem, geralmente monospérmicos (VEIGA JUNIOR et al., 2005). E popularmente
conhecida como copaiba, copaibeira, pau-de-6leo e copai, originalmente seu home vem do
tupi “cupa-yba” que significa “arvore de depdsito”, ou que tem jazida, referindo-se ao a
oOleorresina existente em seu interior (CASCON, 2004).

A Oleorresina de copaibeiras provém de canais axiais do tipo esquizdgenos
(Figura 2), que sdo formados a partir do afastamento de células parenquiméticas que criam
espacos intercelulares (meatos) ou lumen dentro do qual a resina é secretada. Esses ductos
estdo localizados em circulos concéntricos que podem delinear o crescimento sazonal da
planta. A dleorresina também pode acumular-se em cavidades formadas pela decomposicdo
de células secretoras. Essas cavidades podem se conectar e se ampliar no tronco para
acumular litros de 6leo, (PLOWDEN, 2003).

Figura 2: (a) Perfuragdo; (b) Corte transversal do tronco, canais secretores longitudinais; (c)

Canais secretores longitudinais.

0000

-;“ e ) 1) - RAIDS
4 0 |of (p— roros
bo

0409° 0 opo.

Pod
do oot : D?O — -
"0 0 R
1 lof oldorl |0
eI [ 1T

Fonte: Alencar, 1982
A obtencdo da éleorresina se da através da perfuragdo no tronco da arvore, com

um trado de aproximadamente 2 metros de diametro em dois furos. O primeiro deve ser feito
1 metro acima da base da planta e o segundo de 1 a 1,5 metros acima do primeiro.
Posteriormente inserindo um cano de PVC de ¥ de polegada nos orificios, por onde o éleo
escoa, e reserva-se o 6leo. Apds a finalizacdo da extracéo, veda-se o orificio como uma tampa
de pléstico para protecdo contra infestacdo de fitopatdgenos (OLIVEIRA et al., 2006).

A Gleorresina é assim denominada, por se tratar de uma seiva vegetal constituida
por &cidos resinosos e compostos volateis (MUNIZ, 2009). E um liquido transparente que

apresenta variacdo em suas caracteristicas fisicas conforme a espécie, variando de amarelo
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claro ao marrom (Figura 3). Possui sabor amargo, odor aromaético, insollvel em &gua e
parcialmente soltvel em alcool (RIGAMONTE-AZEVEDO et al., 2004).

Figura 3: Variagdo na coloracdo da 6leorresina de Copaifera.

Fonte: Autora
Em relacdo a produtividade da oOleorresina de copaiba, alguns estudos relatam as

variacdes existentes entre as espécies, (SILVA, 2014). A média de retirada de éleo, por vez
para cada arvore, varia de 0,3 a 3 litros, dependendo da espécie e condi¢bes as quais esta
submetida, e algumas arvores podem chegar a fornecer até 30 litros em uma sO retirada.
Porém, e importante salientar que ndo ha estudos definitivos sobre o tempo necessario para
uma copaibeira recompor o 6leo extraido (RIGAMONTE-AZEVEDO et al., 2006).

Essa Gleorresina produzida pela copaiba € um produto secundario de excrecao ou
de desintoxicacdo que funciona como mecanismo de defesa da arvore contra animais, fungos
e bactérias (PIERI, 2009). Ele é composto em sua grande maioria por hidrocarbonetos
sesquiterpénicos: a-humuleno, B-selineno, p-bisaboleno, pB-cariofileno, p-elemeno, y-
cadineno, a-cadinol, entre outros (PINTO et al., 2000), além de diterpenos pertencentes aos
esqueletos caurano, labdano e clerodano (LEANDRO et al., 2012). Dentre os principais
sesquiterpenos encontrados na 6leorresina de copaiba estdo o B- cariofileno, - bisaboleno, a-
humuleno e o a e B- selineno que possuem comprovada acao anti-inflamatoria, antibacteriana
e antifangica (PIERI et al., 2009).

2.4.2 ASPECTOS ECOLOGICOS

A época em que uma droga vegetal é coletada é um dos fatores de maior
importancia, visto que a quantidade e até mesmo a natureza dos constituintes ativos nédo é

constante durante todo ano. S&o relatados variagdes sazonais no conteudo de praticamente
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todas as classes de metabdlitos secundarios, como 6leos essenciais, lactonas, sesquiterpénicas,
alcaloides, taninos, acidos fendlicos, flavondides, cumarinas, saponinas, graxas epicuticulares,
iriddides, glucosinolatos e glicosideos cianogénicos (GOBBO-NETO & LOPES, 2007).

A produtividade dos metabolitos secundarios, ao serem submetida a estimulos
ambientais estd sob o controle simultaneo de dois padrBes de resposta, um de maior dimensao
e mais lento provocado pelas variagdes climéticas sazonais, e outro de menor alteragdo, porém
mais rapido influenciado pelas flutuagbes climaticas diarias (LUZ et al., 2014; EHLERT et
al., 2013).

O efeito da sazonalidade no crescimento, desenvolvimento e teor de substancias
ativas dos vegetais nada mais é do que a combinacdo dos elementos climaticos (vento,
temperatura, umidade, luz, pluviosidade) que ocorrem de maneira diversificada ao longo das
quatro estacdes do ano (PINTO & BERTOLUCCI, 2002).

A producdo de oOleorresina por arvore é muito variavel, e ainda ndo se tem
conhecimento sobre os fatores que a determinam. As condi¢des ambientais dos locais de
crescimento das arvores, a época do ano e suas caracteristicas genéticas sdo tidas como
responsaveis por parte da variacdo observada na producdo das arvores (RIGAMONTE-
AZEVEDO et al., 2006). Alguns estudos avaliaram o efeito de caracteristicas fisicas do solo,
dados dendrométricos e época do ano sobre a producdo da copaiba (PLOWDEN, 2003;
ALENCAR, 1982; LEITE et al., 2001; FERREIRA, 1999).

Outro fator observado foi que ao longo do dia o aroma peculiar de cada espécie
torna-se acentuado, levando-se a conclusdo que a concentracdo dos compostos volateis seja
maior em horarios especificos, demostrando dessa forma, que o horario de coleta pode ser um
aspecto relevante na producdo de 6leos (NASCIMENTO et al., 2006). Entretanto, até o
momento ndo ha nenhuma conclusdo definitiva sobre quais variacdes afetam a produtividade
de uma arvore de copaiba. Além disso, a maioria das copaibeiras ainda sdo descritas apenas
em nivel de género, devido a sua dificil identificagdo botanica, que na maioria das vezes é
realizada segundo as caracteristicas das flores, como: pubescéncia, forma das sépalas,
comprimento dos anteros e a condi¢do glaborosa ou ndo do pistilo. As caracteristicas dos
frutos sdo muito importantes na identificacdo, porém dificilmente sdo encontradas nas
colecdes botanicas (SILVA, 2011).

2.4.3 COMPOSICAO QUIMICA DE Copaifera sp.
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Nos estudos realizados acerca da composicdo quimica da 6leorresina de copaiba,
ocorre a predominancia de dois grupos de substancias distintos, sollveis entre si, sendo um
majoritariamente de sesquiterpenos, e outro nao volatil correspondendo aos diterpenos
(SILVA, 2016), sendo 72 sesquiterpenos e 27 diterpenos (PIERI et al., 2009). Dentre os
hidrocarbonetos sesquiterpénicos (Figura 4) mais encontrados na Oleorresina estdo o o-
copaeno, a-humuleno, o e B-selineno, B- bisaboleno e B-cariofileno. O B-bisaboleno possui
propriedades anti-inflamatoria e analgésica e o B-cariofileno é descrito na literatura como
anti-inflamatorio e antimicrobiano (VEIGA & PINTO et al., 2002; LEANDRO, 2012).

Figura 4: Principais sesquiterpenos encontrados em 0leos de copaiba.
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Fonte: LEANDRO et al., 2012.

A fracdo formada por diterpenos (Figura 5) é composta de acido harwickico,
colavenol, &cido copaiferico, acido copaiferdlico, acido calavénico, acido patagbnico, acido
copalico, entre outros, sendo estes identificados por cromatografia gasosa (VEIGA & PINTO
et al., 2002).
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Figura 5: Esqueletos diterpénicos de cauranos, labdanos e clerodanos.

CAURANO CLERODAND LABDANC
Fonte: LEANDRO et al., 2012.

A composicdo dos O6leos extraidos de copaiba pode variar em relacdo a
concentracdo e a natureza dos sequiterpenos e diterpenos presentes (VEIGA JUNIOR et al.,
2005), levando em consideracéo as variagdes entre espécies, fatores bidticos (RAMOS, 2006),
ou fatores abidticos como luminosidade e nutrientes (OLIVEIRA et al., 2006). Em estudos
acerca da influéncia da sazonalidade sobre o perfil quimico de 6leos de copaiba, Cascon e
Gilbert (2000) avaliaram diversos exemplares de C. Duckei e observaram que ndo houve
diferencas significativas na composicdo de 6leos extraidos de um mesmo individuo em
diferentes periodos sazonais. Em outro estudo, Oliveira et al (2006) observaram que as
concentragOes de B-bisaboleno e B-cariofileno, em todos os meses do ano para C. duckei,
independem da variacdo pluviométrica, além disso, a mesma tendéncia foi observada em C.
reticulata e C. martii. Embora o dleo apresente variacbes no teor de diterpenos e
sesquiterpenos, apenas essas classes de substancias estdo presentes na composicdo do 6leo
puro (VEIGA JUNIOR et al., 2005).

Em relacdo a caracterizacdo quimica da Oleorresina, ndo se esclarece a causa das
variaces na composicdo quimica do Oleo de copaiba. Devido a isso, é necessario a
investigacdo acerca dos fatores que causam essa variabilidade, pois a 6leorresina de copaiba
pode ser utilizado como matéria prima para a preparacdo de medicamentos e cosméticos,
logo, essa variacdo poderd influenciar na atividade farmacoldgica e na toxicidade dos 6leos
(BARBOSA, 2012).

2.5 PRODUTOS COM POTENCIAL BIOTECNOLOGICO

A biotecnologia é um campo da ciéncia que vem crescendo devido o potencial de

desenvolver solucdes para as trés principais grandes demandas do século XXI, em todo o



29

mundo: alimentacdo, salude e energia, contribuindo com o desenvolvimento de terapias na
area da satde, minimizando os problemas na producdo de alimentos e criando alternativas na
utilizacdo de combustiveis fosseis (FREIRE, 2014). Atraves desses avancos, é possivel definir
a biotecnologia como uma ferramenta para a utilizacdo de processos celulares e
biomoleculares, capazes de resolver problemas ou fazer produtos (BIO, 2007). De forma a
pensar nas aplicacdes da biotecnologia, nas bases moleculares da saude, por exemplo, onde as
técnicas e ferramenta biotecnoldgicas abram novos caminhos na pesquisa, na descoberta de
novas terapias e de métodos de prevencdo de doengas, utilizando a engenharia genética na
producdo de biofarmacos e vacinas ou mesmo medicamentos baseados em plantas, com o
enriquecimento genético de espécies; trazendo uma maior precisdo no diagndstico de doengas,
bem como estudos gendmicos para prevencdo e indicacdo de novas terapias (OCDE, 2005;
SILVEIRA et al., 2004).

No Brasil, aproximadamente 25% dos US$ 8 bilhGes do faturamento anual das
indUstrias farmacéuticas nacional sdo oriundos de medicamentos derivados de plantas, sendo
que apenas cerca de 8% das espécies vegetais da flora brasileira foram estudadas em busca de
novos compostos bioativos e 1100 espécies vegetais foram avaliadas em suas propriedades
medicinais (PROCHNOW, 2015). Em relacdo aos medicamentos produzidos pelas industrias
e comercializados nas farmécias e drogarias, 25% tém componentes quimicos de plantas,
sendo que no caso dos medicamentos homeopéticos, esta porcentagem aumenta para 60%
(CORREA et al., 2003).

Dentre as espécies vegetais com propriedades medicinais, destaca-se a éleorresina
de copaiba, que vem sendo utilizada para diversas finalidades como na industria de perfumes,
mostrando-se um excelente fixador de odores; no setor energético, constitui-se um
combustivel em potencial, devido compor uma matéria prima renovavel e rica em
hidrocarboneto (VEIGA JUNIOR & PINTO, 2002), além de apresentar uma gama de
utilizacbes na medicina popular, indigena e na indastria farmacéutica (RIGAMONTE
AZEVEDO et al., 2004). A o6leorresina da copaiba também pode ser usada como componente
na preparacdo de uma variedade de produtos terapéuticos e cosméticos, como Xaropes,
pomadas, capsulas, 6vulos vaginais, cremes, sabonetes, xampus, detergentes e lo¢fes; possui
ainda potencial para uso industrial em tintas e vernizes (PIERI, 2009).

Outro produto com potencial biotecnoldgico é a manteiga extraida da semente de
murumuru (Astrocaryum murumuru), que é uma palmeira tipica de areas florestais primarias,
tanto de terra firme quanto periodicamente alagadas (ROCHA et al., 2007). Esta palmeira

produz frutos de janeiro a julho, que sdo constituidos de polpa e améndoa, sendo que esta
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produz cerca de 50% de uma gordura branca, sem odor e sem gosto especial com a vantagem
de n&o rancificar facilmente, rica em &cidos lauricos, miristico e oleico (NASCIMENTO et al,
2007; LOPES et al., 2007). A semente de murumuru possui 40% do 6leo em massa, sendo
bastante utilizado na fabricacdo de produtos cosméticos (CASTRO et al., 2006), que
contribuem para regular o equilibrio hidrico e a atividade dos lipideos da camada superficial
da pele. A manteiga de Murumuru possibilita a recuperacéo da umidade e elasticidade natural
da pele. Podendo ser usado em varias formulacdes cosméticas e ermocosméticas contribuindo

para deixa-la macia e com suavidade (CTFA, 2008).

3 MATERIAL E METODOS

3.1 AREA DE ESTUDO

A coleta da dleorresina da espécie Copaifera reticulata Ducke foi realizada na
Floresta Nacional do Tapajés, localizada no municipio de Belterra - PA, no km 117 as
margens da rodovia BR-163, (S 03° 21° 09,9” ¢ W 55° 01” 26,5”). Foram selecionadas duas
UT’s (Unidade de Trabalho) da UPA (Unidade de Producéo Anual) 10 da area de Manejo do
Projeto Ambé — FLONA do Tapajos. Sob a autorizacdo do SISBIO, nimero 56937.

Figura 8 — Local da coleta — Belterra — PA, Floresta Nacional do Tapajés, km 117.
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Fonte: Autora

3.2 IDENTIFICACAO BOTANICA
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A identificagdo botanica foi realizada pela Embrapa Amaz6nia Oriental, onde a
exsicata foi depositada no Herbario Instituto Agronémico do Norte (IAN), sob o registro NID:
58/2016.

3.3 COLETA DA OLEORRESINA DE COPAIBA

As coletas foram realizadas em dois periodos sazonais distintos, no ano de 2016,
uma no més de abril (amostra OC), periodo considerado chuvoso (MORAES et al., 2005) e
outra no més de setembro (amostra OS), periodo considerado seco (MORAES et al. 2005).

Inicialmente a &rvore foi perfurada em duas posi¢cGes em diregdo ao centro do
tronco, com aproximadamente 1 m a 1,50 m em relacdo ao solo, com auxilio de um trado
tradicional com 2 cm de diametro e 45 cm de comprimento (Figura 9a). A dleorresina foi
coletada com auxilio de calha metalica e armazenada em recipientes plasticos (Figura 9b). Foi
utilizado um cano de PVC medindo % de diametro e 10 cm de comprimento, em cada um dos
furos feitos no tronco da arvore para evitar possiveis residuos de madeira e auxiliar nas
coletas posteriores, (Figura 9c). Apds a coleta os canos foram vedados com uma tampa de
PVC visando proteger a arvore contra possiveis infestacdes causadas por fitopatdgenos e
insetos, e facilitando desta forma coletas posteriores na mesma arvore. E por fim foram

transferidos para frascos de vidro &mbar (Figura 9d).

Figura 9: Processo de extracdo e armazenamento da 6leorresina de Copaifera reticulata Ducke: a) Perfuracdo da
arvore de Copaifera reticulata Ducke; b) Coleta da oleorresina de copaiba; ¢) Cano PVC vedado; d)

Transferéncia para frasco ambar.

Fonte: Autora
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3.4 ANALISE DA OLEORESSINA DE COPAIFERA RETICULATA
DUCKE POR CROMATOGRAFIA GASOSA ACOPLADA A
ESPECTROMETRIA DE MASSA (CG-EM)

3.4.1 DERIVATIZACAO DA AMOSTRA

Para realizar a anélise das amostras dos Oleos de copaiba, foi necessario
derivatizar as amostras previamente. A metodologia de derivatizacao utilizada foi adaptada de
Migowska e colaboradores (2010). Foram acrescentados 220 pL de uma solucdo a 10% de
metanol em acetona, para a solubilizacdo das amostras, seguida de 30 pL do reagente de
derivatizacdo trimetilsilildiazometano (TMSD). Apds esse processo, as solucdes foram
deixadas em repouso durante 20 minutos para ocorrer a reacdo, em seguida, foram

acrescentados 750 pL de hexano para avolumar as solugdes para 1 mL.

3.4.2 CARACTERIZACAO QUIMICA DA OLEORRESINA DE Copaifera
reticulata Ducke
Os oleos de copaiba foram caracterizados por cromatografia em fase gasosa

acoplada ao espectrometro de massas (CG-EM). Os constituintes foram identificados
baseados em seus indices de retencdo, por comparacdo com padrdes, com a literatura
(ADAMS, 2007) e com o banco de dados disponivel na biblioteca Wiley 6,0. A anélise por
CG-EM foi realizada em cromatédgrafo da Thermo Scientific, equipado com auto-amostrador
TriPlus RSH, utilizando uma coluna capilar com as seguintes dimensdes Tr-5 30 m x 0.25
mm ID x 0.25 um. As amostras foram inseridas no sistema cromatografico (1 uL) por meio de
injetor a 250 °C, com taxa de divisdo 1:50 e vaz&o de 1 mL/min, utilizando hélio ultrapuro
como gas de arraste e detector a 250 °C. As condi¢bes de temperatura do forno foram
baseadas em uma rampa que inicia em 90 °C até 160 °C (2,5 °C/min.) e de 160 °C a 290 °C
(10,0 °C/min.) com uma isoterma final de 3 minutos. A andlise espectrométrica também foi
realizada em cromatografo em fase gasosa da mesma marca e modelo, utilizando o detector de
espectrometria de massas. As amostras foram ionizadas por impacto de elétrons com energia
de 70 eV, sendo em seguida fragmentada e separada em sistema quadrupolo com varredura de
40 a 600 uma.

3.5 AVALIACAO DA ATIVIDADE CITOTOXICA

3.5.1 CULTIVO CELULAR
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A linhagem celular VERO foi cultivada em meio Dulbecco’s Modified Eagle
Medium (DMEM) (Gibco), suplementado com 10% de soro fetal bovino inativado (Gibco), e
antibioticos penicilina (50ug/mL) e estreptomicina (50pug/mL) (Gibco). Todos os ensaios

foram feitos em triplicata.
3.5.2 ENSAIO DE CITOTOXICIDADE in vitro

Para a avaliacdo da citotoxicidade foi utilizada a linhagem VERO (ATCC® CCL-
81™), adquiridas a partir da American Type Culture Collection (ATCC). Os ensaios foram
determinados pelo método Alamar Blue de acordo com Ahmed e colaboradores (1994).

As células foram plaqueadas na concentracgdo de 0,5 x 10* células/pogo em placas
de 96 pocos, e tratadas com a amostra vegetal nas concentragcdes que variaram de 200 a 25
pug/mL. As placas foram mantidas em incubadora de CO, por 24 horas a 5% de CO, a 37 °C.
Apos esse periodo adicionou-se 10 pL de resazurina 0,4% (diluida 1:20) em cada poco e
esperou-se 0 tempo de metabolizacdo de 2 horas do Alamar blue® (Sigma-Aldrich, Brasil).
Em seguida a fluorescéncia foi monitorada em leitor de microplaca (Multimode DTX 800
Beckman Coulter, USA) com o comprimento de onda de 540 nm de emissdo e 585 nm de
excitacdo.

Para o controle positivo foi utilizado o crescimento celular; como controle
negativo foi utilizado o Tween 20. A porcentagem de viabilidade celular foi calculada
conforme a férmula: %Viabilidade= Ft x 100/Fb, onde Ft= (fluorescéncia da célula + meio +

substancia + resazurina) e Fb= (fluorescéncia da célula + meio + resazurina).

3.6 AVALIACAO DE ATIVIDADE ANTIBACTERIANA

3.6.1 ENSAIO DE DIFUSAO EM AGAR — (TECNICA DE POCO) in vitro

Para o ensaio de difusdo em &gar foram utilizadas as linhagens bacterianas:
Staphylococcus aureus (ATCC 80958); Staphylococcus aureus resistente a meticilina (ATCC
33591) e Staphylococcus simulans (ATCC 27851), que pertencem a bacterioteca da
Plataforma de Bioensaios Biotecnologicos (RPT11H), do Instituto Lebnidas e Maria Deane
(ILMD) — Fundagao Oswaldo Cruz (FIOCRUZ), Manaus-AM, Brazil.

A determinacgdo da atividade antibacteriana foi realizada pelo método de difuséo
em &gar, pela técnica do poco, segundo Grove e Randall (1955), com modifica¢fes. Todas as

amostras foram solubilizadas em Tween 20 e a diluicdo padrdo para todos os testes foi
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realizada da seguinte forma: Adicionou-se 25 pL de tween 20, 100 pL de Oleo de copaiba e
acrescido mais 875 pL de Brain Heart Infusion (BHI), completando um volume de 1 mL. As
linhagens foram cultivadas previamente em caldo BHI (HIMEDIA). As culturas microbianas
foram, entdo, diluidas em meio de cultura conforme a escala de 0,5 de McFarland (1,5 x 108
UFC mL). Todos os ensaios foram feitos em triplicata. Utilizou-se 0 meio de cultura Agar
Mdeller Hinton (AMH) (HIMEDIA) para o ensaio em placa. Como controle positivo foi
utilizada a droga TIENAM® (imipenem + cilastatina sodica) na concentracéo de 500 pg/mL.
As placas foram incubadas a 37 °C por 24 horas, e entdo foi adicionada as placas uma solugéo
corante de cloreto de trifenil tetrazolio (CTT) a 0,01% acrescido de 0,1% de &gar
bacterioldgico, ocorrendo uma reincubacgédo por 30 minutos. Apos a conversdo de coloracdo na

“sobrecamada” foi feita a medigdo dos halos de inibicéo.

3.6.2 DETERMINACAO DA CONCENTRACAO INIBITORIA MINIMA

Para avaliar a concentracdo inibitéria minima (CIM), as linhagens bacterianas
foram cultivadas previamente em caldo BHI. As culturas microbianas foram, entdo, diluidas
em meio de cultura conforme a escala de 0,5 de McFarland (1,5 x 108 UFC mL). Todos os
ensaios foram feitos em triplicata.

Os valores de Concentracao Inibitéria Minima (CIM) das amostras ativas no teste
de difusdo em agar foram determinados utilizando o método de microdiluicdo em placa de 96
poco, de acordo com CLSI (2012), com modificacGes. Cada orificio recebeu o indculo
bacteriano padronizado, as amostras foram avaliadas em concentragfes que variaram de 113
ug/L a 0,88 ug/L. Foi adicionado 20 uL do revelador resazurina a 0,01%, totalizando um
volume de 100 pL/poco.

Como controle negativo foi utilizado o (Tween 20). Para o controle positivo, foi
utilizado a droga TIENAM® (imipenem + cilastatina sodica) na concentracéo de 250 ug/mL a
1.95 mg/mL. Em seguida as placas foram incubadas a 37 °C por 24 h. A CIM foi definida
como a menor concentragdo das amostras capaz de inibir o crescimento bacteriano, indicado

pela permanéncia da coloracao azul da resazurina.

3.7 FORMULAQAO SEMISSOLIDA CONTENDO OLEORRESINA
DE C. reticulata DUCKE
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Para obter a formulacdo semissolida foi utilizada a manteiga extraida das
sementes de Murumuru, cedida pela Amazon Oil e o tensoativo PPG-5-CETETH-20
(Procetyl® AWS) adquirido pela MAPRIC.

Para obtencdo da formulacdo base, foi selecionado um sistema emulsionado do
tipo liquido cristalino composto de 40% de manteiga de murumuru, 40% de tensoativo e 10%
de &gua, como descrito no pedido de patente BR 1020150308884 e utilizado com autorizacao
prévia dos seus inventores. A formulacéo base foi preparada por aquecimento da manteiga de
murumuru e tensoativo a 45°C, seguida da adicdo da agua a mesma temperatura. A
incorporacdo da Oleorresina de copaiba foi realizada na proporcéo de 10% (p/p) em relacédo
base. Os componentes foram homogeneizados e mantidos a temperatura ambiente (25+
1,0°C) por um periodo de 24 horas para posterior avaliagdo Macroscdpica (homogeneidade) e
aspectos fisicos (solido, liquido opaco e translucido).

A caracterizacdo do sistema liquido cristalinos foi realizada por microscopia de
luz polarizada (MLP). Pequena quantidade de amostra da formulagéo foi fixada em laminas e
observadas em um microscopio com conjunto de luz polarizada (Leica, DM750) em
temperatura ambiente, a fim de identificar possiveis fases liquidas cristalina através de suas
propriedades dpticas (ROSEVEAR, 1954).

Para a avaliagéo da atividade antimicrobiana da formulacgdo base e da formulagéo
incorporada, foi utilizando as mesmas condic¢des e cepas que a avaliagdo antimicrobiana da

Oleorresina, pelas técnicas de poco e microdiluicdo em placas e 96 pocos.

3.8 ANALISE ESTATISTICA

Os resultados foram expressos como média + desvio padrdo. A andlise
multivariada foi realizada no Minitab® (versdo gratuita 390, Minitab Inc., State College, PA,
EUA), utilizando como varidveis 0s compostos com concentracdo acima de 1%. A matriz de
dados foi padronizada subtraindo-se a média e dividindo-se pelo desvio padrdo, para Analise

de Agrupamento Hierarquico, o método de ligacdo completo e a distancia euclidiana utilizada.

4 RESULTADOS E DISCUSSAO

41 A COMPOSICAO QUIMICA DA OLEORRESINA DE C. reticulata
DUCKE
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Em relacdo aos dados obtidos na coleta, de apenas trés arvores (1, 2, 3) foi
possivel coletar o material botanico para assim identificar em nivel de espécie. As amostras
foram coletadas em dois periodos sazonais (seco e chuvoso), totalizando seis (06) amostras de
oleorresina de copaiba, sendo identificadas como Copaifera reticulata Ducke.

Na Tabela 1 sdo apresentados os vinte e trés componentes quimicos identificados
com base nos seus espectros de massas, comparados com 0s da literatura e com a biblioteca
eletrbnica, e em seus indices de retencdo, obtidos por comparacdo de tempos de retencéo.
Observa-se que houve uma variagdo nos percentuais dos constituintes quimicos nos periodos
sazonais (seco e chuvoso), essa variacdo na Oleorresina de copaiba pode ocorre em uma

mesma arvore ou entre a mesma espécie.

Tabela 1. Analise da composicdo quimica da éleorresina de C. reticulata da FLONA Tapajos no periodo seco e

chuvoso.
PERIODO SECO (%) PERIODO CHUVOSO (%)
Constituintes TR IR 1 2 3 1 2 3
Isoledeno 12,31 1374 0,17 0,3 0,23 0,27 0,28 0,24
p-elemeno 12,91 1389 - 2,09 - - 2,02 -
a-gurjuneno 13,21 1409 0,12 0,16 0,26 0,15 0,16 0,48
cls- o= 13,83 1411 - - - 0,03 - -
bergamoteno
p-cariofileno 13,97 1417 24,48 32,18 29,76 25,05 37,32 36,57
trans-a- 14,62 1432 11,6 4,7 711 12,39 4,07 711
bergamoteno
cis-p-farneseno 14,89 1440 0,12 0,25 0,07 0,09 - -
epi-B-santaleno 15,06 1445 - - - 0,09 - -
a-humuleno 15,28 1452 3,44 4,98 3,26 4,83 4,98 3,76
trans-p- 15,47 1454 0,75 . 0,57 08 0,26 0,56
farneseno
y-muuroleno 16,22 1478 - 0,28 0,37 0,12 0,26 0,35
Germacreno D 16,38 1480 0,08 0,17 - 0,08 0,21 -
cis-a-bisaboleno 17,34 1506 1,06 0,45 0,56 1 0,3 0,58
B-bisaboleno 17,59 1505 23,49 7,7 8,55 20,29 6,33 10,52
B 18,17 1521 0,87 ; ; ; ; ;
sesquifelandreno
6-cadineno 18,57 1522 - 0,62 0,64 1,02 0,54 0,79
trans-y- 18,51 1529 ; ; ; 0,06 ; .
bisaboleno
Cariofilenol 19,94 1570 - 0,12 - 0,03 0,05 -
Oxido de 20,47 1582 ] ; ; 0,07 0,19 0,11
cariofileno
neo-intermedeol 23,44 1658 - 0,18 0,26

a-cadinol 23,8 1652 - - - 0,04 - -



Ester metilico
do &cido 3-
metil-5 (2,2,6-
trimetil-6-
hidroxi-1-
ciclohexil)-
pentanoato de
metila
caur-16-eno

Ester metilico do
acido epertico
Ester metilico do
acido labda-15-
oico
Ester metilico
do acido
cativico
Ester metilico
do acido
caurenoico
Ester metilico
do acido
cauranoico
Ester metilico
do acido
copalico
Ester metilico
do acido labda-
7,13-dien-15-
oico
(37,01)/Ester
metilico do
acido daniélico
(37,07)
Ester metilico do
acido pinifélico
Ester metilico do
cido agatico

30,34

33,59
35,73

35,92

36,1

36,44

36,62

36,57

37,07

38,2

38,89

4,71

0,45
0,11

0,54

2,06

4,85

9,93

3,12

0,87

0,41
0,29

0,61

3,09

4,78

9,49

5,75

0,75

- 7,06

0,37 0,39
0,05 0,11

- 0,78

0,15 2,47

16,05 1,2

- 11,62

2,02 -

19,25 2,09

0,51 1,5

1,53 -

2,11

0,45
0,34

0,26

3,04

6,65

9,19

7,41

0,61

37

0,3

0,07

14,15

1,51

15,83

1,02

Total (%)

92,82%

83,35%

91,67%

93,78%

87,14%

93,95%

TR = Tempo de
retencéo

IR = Indice de
retencao.

De acordo com os dados obtidos, foram identificados 23 constituintes que cobrem

mais de 93% da composicdo quimica da O6leorresina (Tabela 1). Os percentuais dos

componentes variam entre os individuos. Os principais compostos encontrados foram o f—

cariofileno (de 24,48 a 32,18% no periodo seco e 25,05 a 37,32% no periodo chuvoso) e o

acido cauranoico (de 9, 49 a 9,93% no periodo seco e 9,19 a 11,62% no periodo chuvoso),

sendo o pS—cariofileno considerado o marcador quimico do género Copaifera spp. Outros

constituintes principais foram encontrados, como o pg-bisaboleno (de 7,70 a 23,49% no

periodo seco e 6,33 a 20,29% no periodo chuvoso), a- humuleno (de 3,26 a 4,98% no periodo

seco e 3,76 a 4,98% no periodo chuvoso), trans-a-Bergamoteno (de 4,70 a 11,6% no periodo
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seco e 4,07 a 12,39 % no periodo chuvoso), acido cativico (de 2,06 a 3,09% no periodo seco e
2, 47 a 3,04% no periodo chuvoso), acido caurenoico (de 4,78 a 16,05% no periodo seco e
6,65 a 14,15% no periodo chuvoso) e acido daniélico (de 3,12 a 19,25% no periodo seco e 2,
09 a 15,83% no periodo chuvoso). Esta variacdo distingue os 0leos produzidos pela mesma
espécie de copaiba, e da marcada presenca do constituinte p—cariofileno em todos os
individuos e em ambos os periodos sazonais.

O individuo da amostra 1 foi a que obteve maior relevancia no periodo seco
cobrindo 92, 82% dos constituintes da amostra total, sequida do individuo da amostra 2 com
91,67% e o individuo da amostra 3 com o menor valor 83,35%. J& no periodo chuvoso foi 0
individuo da amostra 2 cobriu 93,95% dos constituintes e o individuo da amostra 1 cobriu
93,78% e o individuo da amostra 3 cobriu 87,14%. Demostrando assim que as espécies
variaram pouco em relacdo ao periodo sazonal, mas que houve uma diferenca significativa em
relagdo a variacdo dos constituintes entre os individuos das amostras estudadas, evidenciando
a diferenca entre as amostras, apesar de pertencerem a mesma espécie.

Os resultados descritos para o estudo sazonal sdo compativeis com a classificacdo
obtida nas andlises de PCA (Analise de componentes principais) e HCA (Hierarquia dos
componentes), que estdo apresentados nos Graficos 1 e 2. Os dois primeiros componentes
(PC1 = 62,3% e PC2 = 32,6%) do Grafico 2, com um total de 94,9% da variancia,
apresentaram 0s principais componentes responsaveis pelo agrupamento das amostras de
0leos. A analise de agrupamento confirma a formacdo dos grupos de arvores de constituintes
primarios, que nao foram distintos nos periodos seco e chuvoso, mas sim de uma arvore para
outra, conforme observado no respectivo dendrograma (Grafico 1). Observa-se que os 6leos
das trés arvores, em ambos 0s periodos sazonais, possuem niveis de similaridade de 68%
(individuo da amostra 1), 82,2% (individuo da amostra 2) e 75% (individuo da amostra 3),
dessa forma, devido ao alto percentual de similaridade, pode-se dizer que esses 6leos ndo
possuem diferenca significativa em sua composicdo quimica, pois ndo houve a formacdo de
grupos em relacdo ao periodo de coleta.

O mesmo ndo foi observado quando se analisa o 6leo das trés arvores, onde foi
verificada a formacao de dois grupos. O grupo | (individuos das amostras 1 e 2), resultante do
agrupamento de oleos coletados nos periodos seco e chuvoso, caracterizado por maior
porcentagem de trans-a-bergamoteno, B-bisaboleno, cis-a-bisaboleno, pentanoato de metila,
Ester metilico do &cido cauranoico, Ester metilico do &cido cativico, o-humuleno e pB-
elemeno. O grupo Il (individuos da amostra 3), resultante do agrupamento dos 6leos coletados

dessa arvore nos periodos seco e chuvoso, foi caracterizado por um maior teor de [-
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Cariofileno, Ester metilico do 4cido copalico, Ester metilico do 4cido agatico, Ester metilico
do &cido caurendico e Ester metilico do &cido daniélico. Essa diferenciacio em grupos
mostrada pela analise multivariada confirma que a sazonalidade ndo foi um fator determinante
na composicao quimica da oOleorresina de Copaifera reticulata Ducke durante o ano de 2016,
mas a arvore de procedéncia do dleo acarretou variancia na composicao, indicando que o local
de coleta, possivelmente outros fatores ecoldgicos, pode ser o motivo da diferenciacdo da

composicao quimica dos 6leos.

Grafico 1. Dendrograma de HCA (Analise de Agrupamento Hierarquico) representando a relagdo de
similaridade da composicdo dos 6leos de Copaifera reticulata Ducke, em relagdo a sazonalidade arvores de
procedéncia.

0% 11
0.00

24,4%
33.33

Similaridade (%)

66.67

68% 75%
82.2%
100.00
= 2-S 2-C =

Amostras

Fonte: Autora
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Grafico 2. Analise dos componentes principais (HCA) dos 6leos de Copaifera reticulata Ducke no estudo
sazonal.

PC2 (32,6%)

PC 1 (62,3%)

Fonte:Autora

Estes resultados corroboram com a maior parte dos trabalhos descritos na
literatura para as espécies do género Copaifera (PIERI, 2009; LEANDRO, 2012; LUCCA,
2013).

A literatura reporta que a variabilidade tanto na composi¢do quimica, quanto na
producdo da 6leorresina estdo relacionadas a fatores como genética, nutri¢do, luminosidade e
sazonalidade, mas principalmente a fatores bidticos, pois sua producdo é resultado da
desintoxicacdo do organismo vegetal, servindo como defesa contra a acdo de fungos, insetos,
bactérias e outros agentes lesivos (GARCIA & YAMAGUCHI, 2012; LUCCA, 2013).

Em outros exemplos, no entanto, variacdes populacionais quanto a composicao
quimica do 6éleo podem ocorrer entre individuos de um mesmo habitat, compartilhando as
mesmas condic¢des de clima e solo, em um mesmo periodo de coleta, 0 que indica a base
genética da variacdo (GOBBO-NETO & LOPES, 2007).

Zoghbi e colaboradores (2009), em estudo acerca da variabilidade da composi¢ao
qguimica de C. reticulata Ducke em diferentes municipios, observaram que o 6leo coletado em
Almeirim/ Para possui como componentes majoritarios o S-cariofileno (13%), a-bergamoteno
(29,2%) e p-bisaboleno (28,5%); o Oleo coletado em Belterra/ Pard apresentou como
constituintes majoritarios em amostras de duas arvores o p-cariofileno (5,1%, 11,3%), a-
bergamoteno (11,8%, 25,9%) e p-bisaboleno (36,9%, 18,4%); o oOleo coletado em

Curionopolis/ Para apresentou o p-cariofileno (19%), a-bergamoteno (8,1%), a-selineno
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(8,2%), p-selineno (5,4%), S-bisaboleno (18,2) e éxido de cariofileno (15,2%), demostrando a
variabilidade quanto o teor dos constituintes corroborando com os resultados apresentados
neste trabalho. Desse modo, a composicéo do 6leo de Copaifera varia entre os individuos da
mesma espécie, dependendo de seu potencial genético e fatores ambientais aos quais 0s
individuos estdo sujeitos.

No trabalho realizado por Ziech e colaboradores (2013), foram identificado o p-
cariofileno, a-bergamoteno, a-selineno, a-humuleno, a-selineno e p-bisaboleno como os
componentes majoritarios em o6leorresina de C. reticulata Ducke coletado em maio de 2011
na FLONA do Tapajos. Que possuem comprovada acdo anti-inflamatoria, antibacteriana e
antifungica (PIERI et al., 2009).

Segundo Lucca (2013), os compostos p-cariofileno e o S-bisaboleno apresentam
importancia significativa por suas propriedades farmacologicas anti-inflamatoria,
antibacteriana, antifingica, antiedémica e analgésica. Outros constituintes como a-humuleno
e S-selineno apresentam aromas marcantes, sendo utilizados principalmente pela industria de
perfumes (VEIGA JUNIOR E PINTO, 2002).

O p-cariofileno é considerado um marcador quimico da fracdo de sesquiterpenos
de copaiba por ser o Unico encontrado em todas as Gleorresinas ja analisadas, considera-se
ainda este composto como o principal constituinte para a espécie C. reticulata Ducke
(BARBOSA et al., 2012).

Na revisdo bibliografica realizada por Salgueiro e colaboradores (2016) sobre os
compostos encontrados na fracdo resinosa de 6leorresinas de Copaifera spp. verificou-se que
os diterpenos mais encontrados foram o &cido hardwickico, colavenol, acido copaiferico,
acido copalico, entre outros, que corroboram com os diterpenos encontrados neste trabalho.

No estudo desenvolvido por Veiga Junior & Pinto (2002), estes observaram que o
acido copalico foi o Unico composto a ser detectado em todos os 6leos estudados por eles
indicando que este, poderia ser utilizado como biomarcador para o género Copaifera. O que
vai de encontro com 0s resultados encontrados neste trabalho, pois o acido copalico s6 foi
detectado em apenas uma amostra.

Avaliando o fracionamento cromatografico de 6leos de Copaifera langsdorfii
Maciel e colaboradores (2002), mostrou que os diterpenos colavenol e o &cido hardwickico
apresetaram potente atividade antitumoral, sem, contudo, apresentarem toxicidade.

Entre os diterpenos, o acido caurendico é o mais estudado, tendo sido descrito
como sendo um agente tripanossomicida (ALVES et al., 1995), apresentando CI50 de 0,5

mg/mL (1,66 mM) em ensaios in vitro contra a forma tripomastigota de T. cruzi; bactericida
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(MACIEL et al.,, 2002); larvicida contra Aedes aegypti (SLIMESTAD et al., 1995);
estimulador de contracdo uterina (PAGE, et al., 1992); antinociceptivo (BLOCK et al., 1998).

4.1 ATIVIDADE CITOTOXICA

Os resultados obtidos pela atividade citotdxica sdo mostrados no Gréfico 3. De acordo
com as concentragdes utilizadas, os individuos das amostras 2 C, 2 S, 3 C e 3 S apresentaram
citotoxicidade apenas na concentracdo de 200 pug/mL, e o individuo da amostral C e 1 S ndo
apresentou citotoxicidade em nenhuma das concentragdes utilizadas. Demostrando assim, que

o potencial de citotoxicidade das amostras € baixo frente a célula testada.

Gréfico 3: Andlise da citotoxicidade da dleorresina em células da linhagem vero.
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Fonte: Autora

Silva e colaboradores (2018) avaliaram a citotoxicidade em extratos de Jatropha
gossypiifolia L. pelo método de MTT (brometo de [3-(4,5-dimetiltiazol-2yl)-2,5-difenil
tetrazolium), no qual foram utilizados macrofagos da linhagem J774, em concentragdes
parecidas com as deste trabalho. Mas evidenciou moderada e severa citotoxicidade, para
folhas na menor concentragdo de 62,4 ug/mL (51,00%), e nos extratos dos galhos, na

concentragdo de 62,5 ng/mL.
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Nos resultados encontrados em condicdo semelhantes aos da presente pesquisa e 0
de Santos e colaboradores (2008) sobre citotoxicidade da Oleorresina de Copaifera reticulata,
que demonstrou possuir baixa citotoxicidade para a linhagem de macrofagos J774G8, além de
ser mais toxico para células promastigotas e amastigotas, o que lhe atribui alta seletividade.

Acredita-se que 0s sesquiterpenos e diterpenos, presentes na dleorresina, como a
a-copaeno, &cido copdlico, acido caurendico, trans-a-bergamoteno e B-cariofileno, que sdo os
componentes majoritarios do género Copaifera, possuam baixa toxicidade (LIMA et al.
2003). O que pode esta influenciando na baixa citotoxicidade encontrada nos resultados dessa

pesquisa.

4.2 ATIVIDADE ANTIBACTERIANA

4.2.1 DIFUSAO EM AGAR — (TECNICA EM POCO)

Em relacdo a atividade antibacteriana, todas as amostras apresentaram acédo
antibacteriana, frente as cepas testadas (Tabela 2). Com variacdo das médias dos halos de
inibicdo de 8,66 a 19,33+£2,51 mm. A bactéria S. aureus meticilina resistente obteve um maior
halo frente a maioria das amostras em ambos 0s periodos sazonais, exceto pelas amostras 3 S
e 1 C que obteve halo superior para a cepa S. simulans. Com estes resultados foram realizados

os testes de concentracdo inibitéria minima (CIM).

Tabela 2: Analise da atividade antibacteriana da 6leorresina de C. reticulata de ambos os periodos sazonais,
frente as bactérias MRSA, S. aureus e S. simulans.

Bactérias Gram-positivas

Espécie Amostras MRSA S. aureus S. simulans
1C 8,66+0,57 mm 8,66+0,57 mm 13+1 mm
. 1S 11+1,73 mm 10+£1,73 mm  11,33+1,52 mm
Copaifera
reticulata Ducke 25 16,66+1,52 mm 10662057 mm 12,66+2,88 mm
2C 13,33+1,52 mm 12,33+0,57 mm 11,66+1,15 mm
3C 13,33+1,52 mm 12,330,57 mm 12,66+0,57 mm

3S 14,66+0,57 mm 12,66+1,15 mm 16,66+0,57 mm
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39,33 £ 057
mm

TIENAM® 41+0,81 mm 32,3 +0,57 mm

*Média e desvio padrdo das amostras de 6leos, frente as cepas de bactérias gram-positivas.

4.2.2 CONCENTRACAO INIBITORIA MINIMA (CIM)

De acordo com os resultados obtidos, os individuos amostras 2 S e 1 C
apresentaram atividades frente a MRSA na concentracdo de 56,5 pg/L. Também foi possivel
observar atividade no individuo da amostra 1 C frente a S. aureus. Os demais individuos das
amostras analisadas ndo apresentaram CIM, nas concentragdes utilizadas.

Aligianis e colaboradores (2001) propuseram uma classificacdo para materiais
vegetais com base nos resultados de CIM, considerando como: forte inibicdo - CIM até 500
pug/mL; inibi¢do moderada — CIM entre 600 ¢ 1.500 pg/mL e como fraca inibi¢cdo - CIM
acima de 1.600 pg/mL. Desta forma, pode-se considerar como forte a acdo da 6leorresina dos
individuos das amostras 2 S e 1 C frente a bactéria MRSA, com valores de 56,6 pg/mL. O
individuo da amostra 1 C ainda inibiu fortemente o crescimento do microrganismo S. aureus,
na concentracdo de 56,6 ug/mL. Todos os demais individuos das amostras analisadas néo
apresentaram CIM satisfatoria nas concentrac@es utilizadas (Tabela 3).

Tabela 3: CIM por microdiluicdo em placas da 6leorresina de C. reticulata frente as cepas de MRSA, S.
aureus e S. simulans.

Bactérias Gram-positivas

Espécie Amostras MRSA S.aureus  S.simulans

1C 56,5 ng/mL 56,5 pg/mL -
Copaifera

reticulata Ducke
2C 56,5 pg/mL - -

TIENAM® 195 pg/mL 1.95 pg/mL  1.95 ug/mL

*Média e desvio padrio das amostras de 6leos, frente as cepas de bactérias gram-positivas.

Estudo realizado por Ziech e colaboradores (2013) sobre a atividade antimicrobiana da

Oleorresina de copaiba frente a Staphylococcus coagulase-positiva multirresistentes
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evidenciou em seus resultados a¢do antimicrobiana através da CMI e CMB, demonstrada sua
eficacia em concentragdes inferiores a 2,62mg/mL.

Outro estudo que corrobora com os resultados encontrados neste trabalho € o
apresentado por Santos e colaboradores (2008) que confirma a atividade bactericida da
Oleorresina de C. reticulata Ducke frente a cepas de S. aureus, S. epidermidis e S. aureus
meticilina resistente (MRSA), onde foi verificado a resisténcia de Gram-negativas K.
pneumoniae (ATCC 13883) (ATCC 25933), E. coli (ATCC 25922), S. flexneri (ATCC
12022) e P. aeruginosa (ATCC 27853), utilizando a técnica de microdiluicdo em caldo, e
apontam uma CMI de 62,5ug/mL. J& Pacheco e colaboradores (2006) utilizando essas
mesmas condic¢des testaram onze 0Oleos de copaiba, sendo cinco C. multijuga Hayne e seis
Copaifera sp., e ndo observaram inibicdo de E. coli e P. aeruginosa.

E importante ressaltar que os distintos resultados entre os trabalhos podem estar
relacionados as diferencas nas concentragdes dos metabo6litos na composicdo quimica dos
6leos dentro da propria espécie. Nascimento e colaboradores (2007) demostram em seu
trabalho a atividade antimicrobiana do f-bisaboleno frente a cepas de Staphylococcus aureus
e que a sinergia com o S-lactamicos pode ser eficaz frente a cepas S-lactamase positivas.

Os sesquiterpenos f-elemeno, cariofileno e a-cadineno s@o agentes
anticarcinogénicos sendo este ultimo também bactericida (CMI 800 mg/ml) (MACIEL et al.,
2002).

Huang e colaboradores (2012), descreve o potencial do g-cariofileno na inibicao
do crescimento bacteriano. Pichette e colaboradores (2006) relatam que embora ndo existam
registros sobre a atividade do a-bergamoteno na sua forma isolada, a literatura apresenta
evidéncias de que este composto também contribui para a atividade antibacteriana detectada.
Existem também outros compostos da 6leorresina de copaiba presentes em menor quantidade,
gue podem desempenhar funcdo na atividade antibacteriana como é o caso do a-humuleno.

Em relagdo a atividade antimicrobiana, ndo existe um consenso sobre o nivel de
inibicdo aceitivel para produtos naturais quando comparados com antibidticos padrdes, tanto
que alguns autores consideram somente resultados similares aos de antibidticos, enquanto
outros consideram com bom potencial mesmo aqueles com niveis de inibi¢cdes superiores
(DUARTE, 2006).

4.4 FORMULA(;AO SEMISSOLIDA CONTENDO OLEORRESINA DE C.
reticulata DUCKE
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44.1 MACROSCOPIA DA FORMULACAO
Na analise macroscopica da formulagdo liquido cristalina contendo a o6leorresina
de C. reticulata, foi verificado que a amostra se apresentou estavel, com aspecto de gel, de cor
amarelo claro e odor amadeirado (Figura 10), sem a ocorréncia de fases conforme apresentada

pela amostra mantida a temperatura ambiente (22+25°C).

Figura 10: Formulagdo semissolida contendo 6leorresina de Copaifera reticulata Ducke.

Fonte: Autora

4.4.2 MICROSCOPIA DE LUZ POLARIZADA

Ap0s 24 horas do preparo, quando submetidas a microscopia de luz polarizada as
formulacdes liquido cristalinas com e sem Oleorresina de C. reticulata apresentaram
anisotropia e birrefringéncia, com textura em forma de estrias, caracteristico de fase
hexagonal (Figura 11).

Figura 11: Fotomicrografias da formulacéo semissélida, utilizando as objetivas de 5x e 10x, respectivamente.
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Em alguns trabalhos que relacionam a fotomicrografia em formulagdo sob um
plano de luz polarizada, relatam que a amostra € anisotropica se for capaz de desviar o plano
da luz incidente e isotropica se ndo desviar a luz. E que mesofases lamelares e hexagonais séo
anisotrépicas, enquanto as cubicas sao isotropicas (GONG et al., 2011). Corroborando com 0s
resultados encontrados nessa pesquisa.

A fase lamelar é apresentada como liquido viscoso e a fase hexagonal tem a
viscosidade semelhante a de um gel (GABBOUN et al., 2001; HYDE, 2001), o que se
assemelha com os dados obtidos na formulacao desse trabalho.

Estudos realizados por Rissi (2013) corroboram com este trabalho, que observou
que houve um desvio sob o plano de luz polarizada (anisotropia), proporcionando o
aparecimento de “cruzes de malta”, caracteristica de arranjo liquido cristalino de fase lamelar,
sendo revelada através da anisotropia das amostras uma mistura de fases, visualizando-se
estruturas de fase lamelar e estruturas parecidas com “estrias”, caracteristica do arranjo
liquido cristalino de fase hexagonal.

A fase hexagonal vem sendo empregada em alguns estudos para liberacdo
sustentada de Farmacos. Estas fases formadas por lipideos podem resistir a diluicdo dos
fluidos corporais, 0 que aumenta o tempo de retencdo da formulacdo no sitio de aplicacéo e
possibilita uma libertacdo sustentada de farmacos (LIBSTER et al., 2007; PHELPS et al.,
2011; BAEZ-SANTOS et al., 2016; CALIXTO et al., 2016).

4.4.3. ATIVIDADE ANTIBACTERIANA DA FORMULACAO

Em relacdo a atividade bacteriana da formulacdo semissoélida, foram utilizadas as
mesmas cepas ATCCs analisadas apenas com a Oleorresina. Utilizando a base como controle
negativo e 0 TIENAM® como controle positivo.

A tabela 4 mostra os valores dos halos de inibicdo (media + desvio padrdo) da
formulacdo semissolida incorporada com a oOleorresina de copaiba, que demonstrou ser
potencialmente ativa, em todos os microrganismos testados. Com halos de inibicdo de
24,66+0,57 mm para a cepa S. aureus; 20,66+1,15 mm para S. simulans e 19,33+2,51 mm
para MRSA.

Tabela 4: Andlise antibacteriana da formulacéo e da base frente as bactérias MRSA, S. aureus e S. simulans

Tipo Amostras MRSA S.aureus S.simulans
Base 13,00+0,00 11,66+1,15 14,44+0,57 mm
Sistema Liquido mm mm

Cristalino- Formulacéo 19,33+2,51 24,66+0,57 20,66+1,15 mm
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Emulsionado mm mm
TIENAM® 42,33+0,57 44.66+0,57 43,66+0,57 mm
mm mm

*Media e desvio padrdo das amostras de 6leos, frente as cepas de bactérias gram-positivas.

A tabela 5 mostra os valores dos halos de inibi¢cdo (media + desvio padrdo) da
6leorresina, da base e da formulagdo semissélida incorporada com a éleorresina de copaiba,
para analise comparativa entre as amostras. A partir dessa andlise, foi possivel observar que a
formulacdo incorporada com a O6leorresina apresentou maior halo de inibicdo, ou seja,
potencialmente mais ativa do que quando analisados isoladamente (6leorresina, base e

formulacdo contendo 6leorresina).

Tabela 5: Andlise antibacteriana da 6leorresina, da base e da formulag8o frente as bactérias MRSA, S. aureus e

S. simulans.
Amostras MRSA S. aureus S. simulans
Oleorresina 8,66 mm 8,66 mm 13,0 mm
Base (manteiga de murumuru + 11.66 mm 14.44 mm 13.0 mm

tensoativo)
Formulacdo incorporada 19,33 mm 24,66 mm 20,66 mm
13,245,50 15,92+8,10 15,55+4,42

*Media e desvio padrdo das amostras de dleos, frente as cepas de bactérias gram-positivas.

Estudo realizados por Sousa e colaboradores (2014) demonstraram que a atividade
antimicrobiana do sistema liquido cristalinas para tratamento de doenca periodontal,
apresentaram difusdo do farmaco para o meio de cultura com consequente inibicdo do
crescimento microbiano frente a Streptococcus mutans e C. albicans.

O sistema emulsionado pode favorecer o processo de incorporacdo de farmacos
com baixa solubilidade em agua ou compostos lipofilicos de origem vegetal a exemplo de
Oleos essencial e fixos (SOUSA, 2014), o que pode esta atribuindo uma maior atividade
microbioldgica a formulagdo semissolida incorporada.

Estudos realizados por Gabboun e colaboradores (2001) a cerca das interacdes
farmaco-sistema demostraram seu importante papel no controle da liberagdo de farmacos. E
que a liberacdo de farmacos incorporados em sistemas liquido cristalinos dependera da
estrutura da mesofase assim como das caracteristicas fisico-quimicas do farmaco. Essas

propriedades tornam possivel a utilizacdo de cristais liquidos como veiculos transportadores
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de farmacos, os quais podem ser capazes de controlar a liberacdo das substancias neles
incorporados.

5.  CONCLUSAO

Os resultados obtidos na analise quimica demostram que os percentuais dos
componentes variaram entre os individuos. E na analise de agrupamento foi identificada a
formacgdo dos grupos de arvores de constituintes primarios, que ndo foram distintos nos
periodos seco e chuvoso, mas sim de uma arvore para outra. Dessa forma, a sazonalidade n&o
foi um fator determinante na composicdo quimica da Oleorresina de Copaifera reticulata
Ducke durante o ano de 2016, mas houve uma variacdo no percentual dos constituintes
quimicos de uma arvore para outra;

A Oleorresina da espécie estudada apresentou baixa citotoxicidade para as
linhagens de células testadas, viabilizando o prosseguimento dos estudos com essa espécie do
género Copaifera;

Foi verificada a acdo antibacteriana da Oleorresina e da formulacdo, frente
as cepas testadas, com variacdo das médias dos halos de inibicdo. A bactéria S. aureus
meticilina resistente obteve maior halo frente a maioria das amostras em ambos os periodos
sazonais;

A formulacio semissolida mostrou-se potencialmente mais ativa apés a
incorporacdo da oOleorresina na base, apresentou-se estavel, com aspecto de gel, de cor
amarelo claro e odor amadeirado, sem a ocorréncia de fases.

Portanto, os resultados obtidos no presente trabalho reforcam ainda mais a
importancia da Gleorresina de copaiba proveniente da regido Amazénica como fitoterapico
com potencial antibacteriano, sendo desta forma, uma fonte promissora para a elaboragédo de

novos farmacos antimicrobianos.
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ANEXOS

45 CROMATOGRAMA DA ANALISE DA COMPOSICAO QUIMICA

Figura 12: Cromatograma da andlise quimica da amostra 1 S (seco) e 1 C (chuvoso),

respectivamente.
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Figura 13: Cromatograma da andlise quimica da amostra 2 S (seco) e 2 C (chuvoso),
respectivamente.
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Figura 14: Cromatograma da andlise quimica da amostra 3 S (seco) e 3 C (chuvoso),

respectivamente.
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