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RESUMO

Ha muitos anos usam-se plantas como terapia de processos infecciosos. O uso de
substancias naturais tem se tornado de grande importancia na medicina como controle de
infecgdes, visto que apesar de os antimicrobianos derivados de plantas serem menos potentes, 0s
vegetais combatem infecgcbes com sucesso. No Brasil a abundancia de plantas medicinais
proporciona a preparacao de chas, 6leos e extratos utilizados no tratamento de doencas e grande
parte da populacédo faz uso de terapia. Dentre as plantas medicinais mais estudadas do mundo
encontram-se as pertencentes ao género Copaifera, e as principais caracteristicas terapéuticas
associadas a copaiba sao: acdo anti-inflamatoria, cicatrizante, anti-séptica, antibacteriana,
germicida, antitumoral, analgésica, diurético e expectorante. Nesse contexto, o presente trabalho
tem por objetivo geral avaliar opotencial antimicrobiano do extrato bruto hidroalcoolico da folha da
copaiba em algumas bactérias patogénicas. No presente estudo, foi testado o extrato hidroalcoolico
a 10% da folha da copaiba nas concentrac6es de 50, 100 e 150 mg/mL nas bactérias de estipes de
Staphylococcus, Streptococcus, Klebsiella, Enterococcus e Escherichia e o resultado foi obtido a
partir da medicédo de crescimento de halo. As bactérias de estipes de Staphylococcus, Klebsiella
Enterococcus apresentaram-se sensiveis nas concentragdes testadas, em contra partida as
Streptococcus e Escherichia testadas, apresentaram-se resistentes.Com 0s presentes resultados
e mais estudos, conclui-se que o extrato da folha da copaiba pode ser apresentado como um futuro
farmaco antimicrobiano.

PALAVRAS CHAVES: Patdégenos humanos. Extratos antibacteriano. Copaiba.
Extratos brasileiros. Atividade antibacteriana.
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ABSTRACT

For many years plants have been used as therapy for infectious processes. The use of natural
substances has become of great importance in medicine as infection control, since despite the
fact that antimicrobials derived from plants are less potent, vegetables fight infections
successfully. In Brazil the abundance of medicinal plants provides the preparation of teas, oils
and extracts used in the treatment of diseases and a large part of the population makes use of
therapy. Among the most studied medicinal plants in the world are those belonging to the
Copaifera genus, and the main therapeutic characteristics associated with copaiba are: anti-
inflammatory, healing, antiseptic, antibacterial, germicidal, antitumor, analgesic, diuretic and
expectorant action. In this context, the present work has the general objective to evaluate the
antimicrobial opotential of the crude hydroalcoholic extract of the copaiba leaf in some
pathogenic bacteria. In the present study, the 10% hydroalcoholic extract of the copaiba leaf
was tested at concentrations of 50, 100 and 150 mg / mL in Staphylococcus, Streptococcus,
Klebsiella, Enterococcus and Escherichia strains, and the result was obtained from the
measurement of halo growth. Staphylococcus, Klebsiella Enterococcus staphylococci bacteria
were sensitive at the concentrations tested, whereas Streptococcus and Escherichia tested were
resistant. With the present results and further studies, it was concluded that the copaiba leaf
extract can be presented as a future antimicrobial drug.

KEYWORDS: Human pathogens. Antibacterial extracts. Copaiba.
Brazilian extracts. Antibacterial activity.
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1. INTRODUCAO

Ha muitos anos usam-se plantas como terapia de processos infecciosos (MENEZES;
SOUZA; BOTELHO, 2004). Devido ao aumento da resisténcia bacteriana a diversos antibiéticos, o
uso de substancias naturais tem se tornado de grande importancia na medicina como controle de
infeccdes, visto que, substancias naturais, tais como extratos e 6leos de folhas e caule de arvores,
mostram efeitos antimicrobianos (PASCHOAL et al., 2014). Apesar de os antimicrobianos derivados
de plantas serem menos potentes, 0s vegetais combatem infecgcdes com sucesso (CARVALHO,
2014).

No mundo, estima-se que exista aproximadamente 250.000 espécies de plantas e apenas
10% destas foram testadas em ensaios biolégicos. No Brasil a abundancia de plantas medicinais
proporciona a preparagdo de chas, 6leos e extratos utilizados no tratamento de doencas
(CAVALCANTE, CAVALCANTE e BIESKI, 2017) e grande parte da populacdo faz uso de terapia
com produtos de origem natural como fonte alternativa de medicacdo, sendo que sua aplicacdo
abrange desde o combate ao cancer até o tratamento de infec¢cdes bacterianas (FURTADO, et.al,
2015), e a razao para tal uso ocorre principalmente pelo baixo custo e pela cultura de utilizar
produtos naturais para se tratar doencas (CAVALCANTE, CAVALCANTE, BIESKI,2017).

Dentre as plantas medicinais mais estudadas do mundo encontram-se as pertencentes ao
género Copaifera (SANTANA et al., 2014), e as principais caracteristicas terapéuticas associadas
a copaiba sdo: acdo anti-inflamatéria, cicatrizante, anti-séptica, antibacteriana, germicida,
antitumoral, analgésica, diurético e expectorante (CARVALHO e MILKE, 2014).

1.1 A Copaiba

As copaibeiras sédo arvores que atingem entre 10 a 40 metros de altura, didametro de 0,4 e
4 metros, possuem casca aromatica, folhagem densa, flores pequenas (SANTANA, et al., 2014).
Essas arvores chegam a viver 400 anos e sdo encontradas na Africa Ocidental, América Latina e
América do Sul, onde no Brasil, esta presente nas regides Sudeste, Centro-Oeste e Amazonica
(PIERI, MUSSI, MOREIRA, 2009). A figura 1 apresenta a arvore copaibeira:

FIGURA 1.A figura representa a Copaifera multijuga Hayne
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A) Caule da copaibeira e B) representa as folhas da copaibeira)

Os frutos das copaibeiras sdo secos, do tipo legume bivalvo e sementes pretas envoltas por
arilo amarelo (SANTANA, et.al, 2014). A figura 2 abaixo, € uma imagem gue mostra com detalhes
a caracteristica do fruto da copaibeira.

FIGURA 2. Fruto da copaibeira
FONTE: SANTANA, et al., 2009
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A arvore de copaiba pertence a familia Leguminosae, subfamilia Caesalpinoideae e ao
género Copaifera. Seu género compreende 72 espécies, em que existem mais de 20 no Brasil;
dessas, 17 sdo endémicas, dentre as quais as principais encontradas no pais sao: Copaifera
officinalis L., Copaifera reticulata Ducke, Copaifera multijuga Hayne, Copaifera confertiflora,
Copaifera langsdorffi, Copaifera cariacea e Copaifera cearensis Huber ex Ducke (GARCIA,
YAMAGUCHI, 2012). Na Amazénia brasileira a espécie de copaiba mais conhecida € a conhecida

Copaifera multijuga Hayne, sendo muito utilizada na medicina popular da regido (LUCCA, 2017).

a. Breve historico do uso da Copaiba

A origem do nome copaiba vem do tupi, a origem do nome copaiba vem do tupi,
Kupa'iwa e kupa’u, que significa a arvore de depdsito, em alusdo ao 6leo que guarda em seu interior
(SALVADOR, 1975). As propriedades medicinais da copaiba eram muito conhecidas pelos indios
latino-americanos, tal conhecimento vem da observacdo do comportamento de alguns animais
feridos, que se atritavam no tronco das &rvores de copaiba, na busca da cicatrizacdo de suas feridas
(VEIGA JUNIOR e PINTO, 2002).

A copaiba foi citada pela primeira vez em uma carta publicada em Estrasburgo no
ano de 1534, em que uma droga utilizada pelos indios nativos possuia um excelente efeito curativo
de feridas e outras enfermidades, entdo desde os primeiros anos de descobrimento do Brasil, a
copaiba vem sendo indicada para diversos fins farmacolégicos (PIERI; MUSSI e MOREIRA, 2009).

Ha algumas espécies de copaibeira sdo de interesse madeireiro, devido apresentarem
superficie lisa, lustrosa, duravel, de alta resisténcia e baixa permeabilidade. Essa arvore também
tem sido utilizada para a fabricacdo de carvao pelas industrias de construcao civil e naval. Dessa
arvore é extraido um 6leo resina que é muito utilizado na medicina tradicional popular (PIERI,
MUSSI, MOREIRA, 2009).

1.3 Uso medicinal da Copaiba

O dleo resina de copaiba é obtido a partir da casca do caule sobre o etanol e é utilizado
com finalidade de cicatrizagdo (MONTES et al., 2009). Os 6leos de copaiba sdo amplamente
utilizados, sendo administrados oralmente ou por aplicacdo topica do 6leo em pomadas. Nos
estados do Norte € comum a pratica do uso do Oleo de copaiba para tratar infecgcbes na garganta
(VEIGA JR, PATITUCCI, PINTO, 1997).
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O extrato bruto da copaiba, também vem sendo apontado por alguns autores como um
potente antimicrobiano (VAHABI, NAJAFI, ALIZADEH,2011). Argenta et al., 2012, em uma pesquisa
de testar o efeito antimicrobiano de extratos de plantas em bactéria cariogénicas, mostrou que o
extrato bruto da folha da copaiba apresentou efeitos antibacteriano.

O emprego do extrato aquoso de folhas apresenta certas vantagens em relagéo ao 0leo,
pois, 0 processo para a extragdo do 6leo precisa de procedimentos especiais, dificultando a sua
utilizacao (PIERI, 2010). O uso de folhas no preparo do extrato tem as vantagens de uma producao
abundante e do extrato ser de facil preparo (VIANA, PRATES, RIBEIRO, 2006). A partir dos extratos
e Oleos das plantas, sdo obtidos compostos que tém demonstrado eficiéncia no controle do
crescimento de microrganismos (CARVALHO, et al., 2014).

A busca de antimicrobianos de origem natural em alternativa aos antibioticos
convencionais vem despertando interesse na classe cientifica pelo fato dos microrganismos
responsaveis por infec¢des, adquirirem resisténcia aos medicamentos administrado (PATZER,
2015).

Organismos como fungos, protozoarios e bactérias, sdo geralmente associados a
patologias graves em uma ampla variedade de infec¢cdes. Podem se multiplicar e sobreviver em
Varios reservatorios e, a partir destes, serem transmitidos provocando infecgdes em um novo
hospedeiro (RODRIGUES et al., 2006).

Os perigos das infec¢cdes microbianas decorrem de enfermidades transmissiveis atraves
do contato com a pele, contato com mucosas, pelas vias aéreas e pela ingestao e toxinfeccbes
alimentar, em que os principais causadores de doencas, estdo em destaque as bactérias (PIRES,
2011).

b. Bactérias causadoras de infec¢cdes

1.4.1 PRINCIPAIS BACTERIAS CAUSADORAS DE INFECCOES DE TECIDO CUTANEO
E SUBCUTANEO

As infecc¢des cuténeas e de tecidos moles estdo entre as mais comuns, principalmente em
pacientes que se apresentam aos departamentos de emergéncia. Estas infecgdes por muitas vezes
sdo severas o suficiente para induzir choque séptico e justificar entrada de unidade de terapia
intensiva (MALHEIRO, et.al.,2017).
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Em destaque nas infeccdes de pele tem-se o Staphylococcus, causando impetigo,
foliculite, furunculose, carbunculose e celulite. Dentro destas as mais frequentes sdo as
Staphylococcus aureus, comum na microbiota transitoria, e Staphylococcus epidermidis
encontrada normalmente na pele, onde uma ruptura na barreira natural, torna propicio o
surgimento de infec¢bes oportunistas pela mesma (GALLINA, 2015).

Um outro grupo de bactérias que podem causar infeccbes de pele, tais como impetigo,
sdo as Streptococcus que predomina em regifes subtropicais e a transmissao ocorre via contato
com a pele (BESSEN, 2017); a erisipela e a celulte sdo outros exemplos de infeccGes de pele
decorrente da infeccao por este microorganismo (BERNARDI, 2012).

A Pseudomonas aeruginosa é comumente encontrada em ambientes nosocomiais, sendo
responsavel por infec¢des de pele, como foliculite em unidade de queimados e de terapia intensiva

tendo como fator de risco a idade avancada e a imunossupressao do paciente (JUNIOR, 2014).

A resisténcia da Pseudomonas aeruginosa a varios antibioticos vem crescendo
consideravelmente (LIMA, 2015), e tal resisténcia deve-se ao resultado da combinagdo de uma
baixa permeabilidade da membrana externa, aumento expressao intrinseca e desrepressao de

enzimas beta lactamases do tipo AmpC (NEVES, 2011).

1.4.2 PRINCIPAIS BACTERIAS ASSOCIADAS A INFECCOES NAS VIAS AEREAS

De acordo com Yanhong, 2016, as bactérias que se destacam como causadoras de
infeccbes do trato respiratério superior sdo: Staphylococcus e Moraxela, colonizando
frequentemente a cavidade oral e nasofaringe, associando-se a infeccbes em pacientes
imunodeprimidos. O Pneumococo, Moraxela e Streptococcus, serdo patdégenos comuns de
infeccBes dos seios paranasais e orelha média.

As infecc¢Bes do trato respiratorio inferior, podem ocorrer na comunidade ou em ambiente
nosocomial. Em adultos saudaveis, tem a predominancia de Streptococcus viridans, porém em
pacientes com estado de saude critico, destacam-se Staphylococcus aureus, Streptococcus
pneumoniae, Acinetobacter baumanii e Pseudomonas aeruginosa (AMARAL, 2009). A principal
colonizagéo dessas bactérias ocorre no biofilme dental, e a forma de entrada no trato respiratorio
inferior se d& pela aspiracdo de secre¢bes da orofaringe, inalagdo de aerossoéis contaminados e
materiais hospitalares utilizados no trato respiratorio. A infeccdo por esses patdgenos, podem

ocorrer em 45% em pessoas saudaveis e 70% em imunodebilitados (POPOV, et al., 2014).
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Uma bactéria em destaque, como causadora de pneumonias, principalmente em ambientes
hospitalares, sera a Klebsiella pneumoniae, sendo um microrganismo responsavel por infec¢des
oportunistas em pacientes imunocomprometidos, causando quadros graves, de grande mortalidade
(TUMBARELLO et al., 2015) e de dificil tratamento nesses individuos, devido a grande resisténcia
aos antimicrobianos dessa bactéria quando adquirida em ambiente nosocémial (HUMPHIES, et al.,
2010).

Um outro microrganismo de grande relevancia para saude, encontra-se a Mycobacterium
tuberculosis. Estima-se que a maioria das pessoas do mundo estéo infectada por este bacilo mas
nao possuem sinais, sintomas e nem transmissao, porém 15% dessa populacao esta susceptivel
ao desenvolvimento da forma clinica da tuberculose ativa nos primeiros cinco anos apos a infeccao
inicial (GETAHUN et al., 2015).

1.4.3 PRINCIPAIS BACTERIAS CAUSADORAS DE INFECCOES NO TRATO URINARIO
(ITV)

No ambito da infeccdo da ITU, destacam-se bactérias Gram-negativas, como espécies de
Escherichia coli (E.coli), Klebsiella, Enterobacter, Proteus e bactérias Gram-positivas, como
Enterococcus e Staphylococcus saprophyticus. A E. coli € o organismo mais comum (NIRAJAN,
MALINI, 2014), encontrada em cerca de 80% a 90% dos casos de infec¢Bes das vias urinéria ndo
complicadas (DOUMITH et al., 2015), seguida por Staphylococcus saprphyticus como segundo
maior das ITUs em mulheres adultas jovens e criancas (MONTAMEDIFA, et al., 2016).

Entre as mulheres, as taxas de ITU sdo maiores devido a cavidade vaginal e a abertura
retal estarem proximas. As mulheres também possuem tém mais areas Umidas onde as bactérias
crescem e s80 mais propensas a ascender a bexiga feminina do que a bexiga masculina por causa
do comprimento mais curto da uretra. A prevaléncia geral de bacteridria assintomatica em mulheres
é de 3,5% podendo aumentar com a idade (FOXMAN, 2014) . Em criangas os principais
microrganismos causadores de ITU sédo a Enterobacteria, Klebsiella e principalmente E.coli (FAN.et
al.,2013).

Acinetobacter baumannii é considerada também uma das principais causas de infec¢bes
do trato urinario em ambiente nosocomial, podendo causar pneumonia grave, meningite e

bacteremia, sendo resitente a uma gama de antimicrobiano (ZHANG, et al., 2017)
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1.4.4 BACTERIAS CAUSADORAS DE INFECCOES GASTROINTESTINAIS

A diarréia infecciosa é geralmente causada por bactérias e estd relacionada,
principalmente, & idade, estado imunoldgico e alimentacdo inadequada. E considerada a segunda
doenca mais importante de causa de morte infantil (SADKA, et al., 2015).

A E. coli é a principal causadora de doencas gastrintestinais, sendo dividida em cinco
principais grupos: enteropatogénicas (EPEC), enterohemorragicas (EHEC), enteroinvasivas
(EIEC), enterotoxigénicas (ETEC) e enteroagregativas (EaggEC), onde a EPEC é frequentemente
isolada em surtos esporadicos doencas entéricas especialmente em lactentes, com altos indices
de mortalidade. A presenca de E. coli nos alimentos, em quantidades elevadas, € um grande
indicador para possibilidade de contaminacao fecal (FRANCO, 2010).

Dentro da espécie da EHEC, esta o grupo de E.coli shigatoxigénicas (STEC), sendo este
um tipo de bactéria quem possui a toxina shiga como principal fator de viruléncia e esta associada
a diarréia, colites hemorragicas (HUS) (BROOKS, et al., 2005), que podem evoluir para sindrome
urémica hemolitica associada a diarréia e purpura trombocitopénica trombdética (TARR, et al., 2005),
40% dos pacientes com HUS desenvolvem a longo prazo disfuncdo renal e cerca de 3-5% dos
pacientes morrem durante a fase aguda da doenca ndo havendo tratamento especifico
(ARDISSINO,2014).

A STEC possui mais de 100 gendtipos e o mais popular deles & a E.coli O157: H7 cobhecida
pela primeira vez em 1982, porém sua popularidade ocorre em 1993 em um surto de colite
hemorragica associada a HUS ligada a ingestao de carne de hamurgueres mal cosida em um fast
food. E considerada uma causa importante de insuficiéncia renal aguda em criancas (RANGEL et
al., 2005).

Um outro tipo de bactéria enteropatogénica é a Shigella, responsavel por doencas
diarréicas em criancas com idade inferior a cinco anos, sendo estabelecido como um dos quatro
principais patdgenos causadores de doengas desentéricas (LIVIO, et al., 2014). Essa bactéria é
capaz de invadir o epitélio do célon e causar gastroenterites e diarreias, alem de ser a terceira
principal causadora de intoxicacdo alimentar (PARSAEI et.al,2016). A Shigella que é um agente
etiol6gico da disenteria, com uma incidéncia estimada de cerca de 160 milhdes de pessoas por ano,
sendo que a contaminagao ocorre por via oral fecal (ZUMSTEG, et al., 2014).

Outros microoganismos importante como causadores de infec¢cdo gastrintestinal serao:
Salmonella enteritidis € uma das principais causas de salmonelose invasiva, com altas taxas de
letalidade em paises subdesenvolvidos (FEASEY, et. Al, 2016).
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1.5 Resistencia bacteriana

A evolucdo da resisténcia microbiana € um fendbmeno natural e crescente onde o0s
microrganismos desenvolvem formas de resisténcia a maioria dos antimicrobianos e a industria
farmacéutica ndo consegue acompanhar tal evolugéo para a criagdo de novas drogas (PATZER,
2015). O Centro para Controle e Prevencdo de Doengcas — CDC/EUA avalia que, por ano,
aproximadamente dois milhdes de doencas e 23.000 mortes sado provocadas por bactérias que
apresentam resisténcia antibiética nos Estados Unidos (WASHINGTON, 2014) e nas ultimas
décadas ocorreu 0 aumento de microrganismos mais resistentes a um nimero mais significante de
antibidticos utilizados (LIMA, 2018). O Brasil vem enfrentando um grande desafio para saude
publica, com o surgimento de novos mecanismos de resisténcia bacteriana (PATZER, 2015).

A gama de patdégenos resistentes aos antimicrobianos € considerado um sério
problema, pois por mais que as industrias farmacéuticas tenham produzidos novos antibiéticos e
modificado alguns farmacos ja existentes, o consumo excessivo de antibacterianos tem mostrado
um aumento de resisténcia bacteriana, causando sério problema de salude. Nesse contexto os
medicamentos fitoterapicos estdo sendo empregados como alternativas no tratamento contra
diferentes patdgenos, principalmente bactéria (CARVALHO, et.al, 2014).

O 6leo de copaiba a muito tempo vem sendo utilizado como agente cicatrizante e
antimicrobiano, porém sua extracao possui dificuldades e pouco rendimento (VIANA, PRATES e
RIBEIRO, 2006). Sendo o extrato da folha da copaiba mais facil de extracdo e possuindo um maior

rendimento, tornou-se relevante pesquisar seus efeitos antibacteriano.
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2. OBJETIVOS

a. OBJETIVO GERAL

Avaliar opotencial antimicrobiano do extrato bruto hidroalcoolico da folha da copaiba

em algumas bactérias patogénicas

b. OBJETIVOS ESPECIFICOS

Observar a eficacia do extrato brutohidroalcoolico da copaiba em bactérias patogénicas gram

positivas e gram negativas
Relatar quais bactérias o extrato obteve melhor inibicdo de crescimento

Determinar a concentragdo minima inibitoria do extrato nas bactérias onde o crescimento for
inibido
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1 Extracéo e preparacao do extrato da copaiba
.3.1.1 COLETA DAS FOLHAS:

As folhas da espécie Copaifera multijuga Hayne (CMH) foram coletadas na rodovia AC
— 010, Est. de Porto Acre no km 18. As coordenadas de correspondéncia sdo: 9% 45’ 16,7” S latitude
e 67° 39" 48,5” W longitude, Rio Branco, Acre. A coleta das folhas foi realizada no periodo do més
de janeiro. A amostra coletada foi depositada no herbario da UFAC, e sua exsicata realizada pelo
laboratorio de Botanica da UFAC, cujo nimero do tombo da CMH é de 6572. O clima da regido de
cultivo é quente e umido, caracterizado por pluviosidade em torno de 2.937 mm anuais, umidade

relativa média de 89 % e temperatura média anual de 27.8 °C.
3.1.2 SELECAO DO MATERIAL BOTANICO

As folhas de Copaifera multijuga Hayne foram selecionadas e lavadas com agua
destilada, de modo que, foram retiradas as folhas adultas, as partes danificadas e a poeira, apos
esse processo, realiza-se a coleta apenas das folhas jovens, e, em seguida foi colocada na estufa
a temperatura de 50 °C até a secagem uniforme (MOREIRA, 2015).

3.1.3 PREPARACAO DAS FOLHAS DE Copaifera multifuga Hayne

As folhas foram fragmentadas e maceradas em 20 ml de solug&o hidroalcodlica a 70%,
obtendo-se extrato. A solucéo foi destilada a pressao reduzida em evaporador obtendo-se o extrato

bruto seco a 10%. ApGs 72 horas, retiraram-se aliquotas que foram utilizadas no teste.

3.2 Caracterizacdo quimica do extrato de Copaifera Multijuga Hayne
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3.2.1 MEDICAO DO pH

Para a obtencdo do pH exato da CMH, utilizou-se o equipamento pH metro
Microprocessado de Bancada 110V / 220V 10W, modelo Q 400 MT, da marca Quimis.

3.2.2 CARACTERIZACAO ESPECTROSCOPICA

A) Espectroscopia de Absorcdo na Regido do Ultravioleta visivel, na figura 3.

FIGURA 2. Espectroscopia de Absorcdo na Regido do Ultravioleta visivel
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Espectroscopia de Infravermelho por Transformada de Fourier (FT — IR)

A figura abaixo mostra a caracterizacdo do estrato das folhas de Copaifera multijjuga

Hayne na espectroscopia infravermelho, figura 4.
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Microrganismos

Foram utilizadas estirpes de bactéria Gram positivas e Gram negativas catalogadas.

As cepas Gram positiva utilizadas foram de Stafilococcus aureus (ATCC 12598),

Streptococcus pneumoniae (ATCC 11733) e Enterococcus faecalis (ATCC 4083). Dentre as cepas

Gram negativas utilizadas foram: Encherichia coli (ATCC 10536) e Klebsiella pneumoniae (ATCC

700603) Todas as estirpes sendo obtidas do laboratério de Microbiologia, da Rede de

Biodiversidade e Biotecnologia da Amazénia Legal (Bionorte) na Universidade Federal do Acre.
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Estas cepas foram mantidas sobre refrigeracdo, em meio agar Muelle-Hinton, em placas

de Petri e a uma temperatura de 8 a 10 °C.

A figura 3 apresenta a estufa bacteriolégica a qual as cepas foram incubadas e a figura

4 mostra o meio utilizado para preparacéo das placas.

FIGURA 4. Estufa bacteriologica utilizada para o armazenamento dos meios de cultivo
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FIGURA 5. Agar Muiller Hinton utilizado para o cultivo das bactérias

FONTE: Imagem de Anne Vasconcelos
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3.4 Preparo e padronizagao da suspenséo bacteriana

Foram preparadas culturas das bactérias selecionadas, em agar Mueller-Hinton (KASVI,).
O cultivo foi autoclavado e incubado por 24 horas em estufa bacteriolégica (QUIMIS, modelo ECB
Digital) para teste de esterilidade. Em seguida foi transferida cada bactéria para frasco contendo
5ml de meio liquido LB (Luria -Bertani) (KASVI) e incubadas em estufa bacteriologica (QUIMIS,
modelo ECB Digital) a 37°C, durante 6 horas, para atingir turbidez Gtica de 0,5 na escala de Mc
Farland, padronizada com solucao salina estéril. As bactérias que passaram do padrao de turvacao
estabelecido por foram diluidas em solucéo salina a 0,9% até atingir o ideal.



25

3.5 Atividade Antibacteriana in vitro

3.5.1 METODO DE INFUSAO EM AGAR

Seguiu-se a metodologia preconizada pelo NCCLSI (2003). O inoculo de cada
microrganismo alvo foi padronizado na concentracédo de 108 UFC.mL-1, e espalhado em superficie
de placas de Petri contendo agar Mueller-Hinton (KASVI). ApGs o preparo foram feitos pocos no
meio de cultivo e entdo inserido 20 pL de extrato das folhas de Copaifera multifera Heyne , seguindo
o0 método de cup plate, preconizado pela NCCLS, 2003, e entdo, as placas foram para geladeira
por 24 horas para uma melhor disperséo do extrato. Saindo da geladeira, as placas foram incubadas
em estufa a 37 °C por 24 h. Pela produgéo de halos de inibicdo 211 mm indicava sensibilidade da
bactéria; 12-14 mm sensibilidade intermediaria; e <11 mm, resisténcia (JORGESEN, 2015). Como
controle positivo foi utilizado o antibiético amoxilina de 500 mg (EMS) e, como controle negativo,

agua destilada.

3.5.2. Concentracgéo inibitoria minima (CIM) e Concentracéo bactericida minima (CBM)

Testou-se as concentracfes de 50, 100 e 150 mg/mL de extrato de copaiba.

3.6 Andlise estatistica

Para obtencéo dos resultados foi obtida em média e desvio padréo das trés repeticoes.
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4, RESULTADOS E DISCUSSAO

O quadro a seguir mostra os resultados da leitura das placas com as bactérias, onde foi
infundido o extrato.

TABELA 1. Avaliacdo do crescimento bacteriano, baseado em analise do tamanho do halo (mm).

Concentracao do extrato Contro
Microrganismos 50mg 100mg 150mg le
Avaliados /mL /mL /mL positiv
0
S. aureus 12 14 18 50
Streptococcus sp - - - 50
Klebsiella sp 12 14 18 30
E. faecalis - - 12 20
E. coli - - - 42

De acordo com a medicdo de crescimento de halo, o extrato de copaiba inibiu o
crescimento de algumas bactérias Gram positiva e Gram negativa. Esses resultados concordam
com Souza (2015), quando utilizou uma emulséo a base de 6leo de copaiba a 10% na odontologia,
onde a copaiba mostrou os mesmos resultados.

Abaixo as imagens representam o halo de inibicdo de crescimento bacteriano, nas
concentracOes do extrato 50, 100 e 150 mg/mL e controle. Figura A para Klebsiella, figura B para

Staphylococcus, figura C Streptococcus, figura D Enterococcus e figura E para E. coli.



FONTE: Imagem de Anne Vasconcelos
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Das bactérias sensiveis ao extrato tem-se a Staphylococcus aureus, em que 0 extrato
apresentou uma concentragcdo minima inibitéria com concentragdo de 50 mg/mL com halo de
inibicdo de 12mm. Faria et. al, 2017, ao avaliar o efeito antimicrobiano do 6leo resina de copaiba
em quatro espécies de Staphylococcus causadores de mastite bovina, aponta que a copaiba tem
uma boa atividade antimicrobiana em Staphylococcus. Esses resultados séo retificados por
Bulgacov et.al, 2015, quando o0 mesmo autor avaliou a atividade do 6leo de copaiba em 08 cepas
de Staphylococcus causadoras de mastite bovina.

Os resultados obtidos em testes de atividade antimicrobiana in vitro demonstraram que
houve acéao inibitéria do 6leo resina de Copaiba sobre vinte e seis isolados de Staphylococcus
coagulase positiva em otites de caes (ZIECH, et.al, 2013). Esses resultados afirmam que a copaiba
possui atividade antibacteriana em Staphylococcus.

Quando avaliada a Klebsiella, a avaliacdo qualitativa in vitro da atividade antibacteriana do
extrato da copaiba, pelo método de infusdo em &gar, mostrou sensibilidade com halos de inibig&do
=12 mm, em uma concentracdo de 50 mg/mL. De acordo com Masson, et. al, 2013, em um
experimento com o 6leo de copaiba, a atividade na mesma bactéria mostrou inibicdo do
crescimento com um halo de inibicdo de 11 mm a 13mm.

A E. faecalis mostrou halo de inibicdo de crescimento em 12mm com extrato em
concentragdo de 150 mg/mL. N&o foram encontrados trabalhos que tivessem realizados
experimento do extrato com tal bactéria.

As outras bactérias testadas se mostraram resistente ao extrato nas concentragdes
ensaiadas.

A copaiba apresenta atividade terapéutica de amplo espectro, sendo utilizada como agente
anti-inflamatério e antimicrobiano (MALVEZZI, 2010). Alencar, 2016 relatou que a copaiba
apresentou um efeito inibitério em células cancerigenas, através da promoc¢ado de um efeito anti-

proliferativo em cultura celular e na diminuigdo da massa tumoral em ratos.



5. CONCLUSAO

Com a realizacédo desse trabalho podemos concluir que, apesar das variaveis, 0
extrato da folha de copaiba pode ser utilizado como fonte de tratamento alternativo ou
adjuvante em infeccdes bacterianas.

Os resultados foram evidentemente positivos para o efeito antimicrobiano nas
bactérias de estipes de Klebsiella, Staphylococcus e Enterococcus, onde as concentracdes
minimas inibitéria do extrato foram 50 mg/mL, 100 mg/MI e 150 mg/mL respectivamente.

Porém, mais estudos na area sdo necessarios para se chegar a uma concluséo
mais concreta.

Levando em conta que existem mais de 20 espécies de Copaiba no Brasil e todas
as informacdes e estudos anteriormente citados, podemos concluir que 0s componentes
diferem significativamente nas composic¢oes fisica e quimica e, consequentemente, no efeito
antimicrobiano desejado.

Sera necessaria uma realizacdo da cromatografia do estrato, para se saber quais as

substancias do extrato que possui tal efeito antimicrobiano, para um melhor resultado.
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