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RESUMO: O uso irracional de antimicrobianos gera consequéncias como 0 crescente surgimento
de microrganismos resistentes, desta forma amplia-se a procura por novos farmacos com agdo
antimicrobiana, por conseguinte surgiu o interesse desse estudo que foi avaliar a atividade
antimicrobiana do 6leo da copaiba langsdorfii desf. Frente a microrganismos patogénicos gram-
positivos e gram-negativos. Sendo um estudo laboratorial experimental — observacional, através da
Concentracdo Inibitéria Minima (CIM) por meio da técnica de pocos; Poder Inibitério(Pl) e do
Potencial Antibidtico utilizando-se como antibiético padrdo (amoxicilina). O extrato apresentou
halo de inibicdo para as espécies bacterianas S. epidermidis, Lactobacillus e S. aureus.. Para a
determinacdo da toxicidade observou-se um baixo nidmero de mortes em todas as concentracoes
testadas da amostra obtendo-se uma CLso de 1.069,1933505487 pg/mL. Concluiu-se que o extrato
apresenta uma potencial atividade antimicrobiana bem como que o mesmo possui uma baixa

toxicidade conferindo-lhe assim carateristicas satisfatorias para torna-se um possivel novo farmaco.

Palavras-chave: Oleo de copaiba, atividade antimicrobiana, artemia salina, toxicidade.
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ABSTRACT

The irrational use of antimicrobial ones produces consequences like the growing appearance of
resistant microorganisms, in this way the search is enlarged by new farmacos with antimicrobial
action, consequently it appeared the interest for this study that make valued the antimicrobial
activity of the oil of the copaiba tree langsdorfii desf. In front of microorganisms patogénics gram-
positives and gram-negatives. Being a study laboratorial experimentally — observacion, through the
Least Inhibitory Concentration (CIM) through the wells technique; Inhibitory Power (PI) and of the
Antibiotic Potential being used like antibiotic standard (amoxicilina). The extract presented halo of
inhibition for the bacterial sorts S. epidermidis, Lactobacillus and S. aureus. For the determination
of the toxicity a low number of deaths was observed in all the tested concentrations of the sample
when a CL50 of 1.069,1933505487 is obtained pg/mL. it was ended that the extract presents a
potential antimicrobial activity as well as that the same thing has a low toxicity checking him so

carateristics satisfactory for it becomes a possible new farmaco.

keywords: Copaiba tree oil, antimicrobial activity, artemia salt bed, toxicity.
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INTRODUCAO

O uso indiscriminado de antibidticos vem causando sérios transtornos no que diz respeito a
resisténcia microbiana e infecgdes oportunistas, impulsionando a busca por novos agentes

antimicrobianos (ARAUJO et al. 2004).

Os microrganismos estdo amplamente distribuidos no solo, na agua, no ar, nos alimentos e
compondo a microbiota dos seres vivos, cerca de 3% destes microrganismos sao patogénicos e 10%
sdo oportunistas; entre os principais agentes etioldgicos de doencas infecciosas no homem estdo as
espécies dos géneros Staphylococcus, Salmonella, Streptococcus, Candida entre outros; 0s
processos infecciosos causados por agentes microbianos oportunistas sdo muito frequentes no
Brasil, visto que, fungos e bactérias sdo os principais causadores de doencgas em regides tropicais e

em pacientes imunocomprometidos e imunodeficientes (ARAUJO et al. 2004; ALVES et. al. 2000).

A utilizacdo de plantas com fins medicinais, para tratamento, cura e prevencdo de doencas, é
uma das mais antigas formas de pratica medicinal da humanidade (VEIGA JR et al. 2005). A
atividade bioldgica de plantas medicinais tem sido objeto de intensa investigagdo cientifica, pois
estas produzem uma grande variedade de compostos, produto do metabolismo secundério, que
conferem propriedades antimicrobianas (ALVES et al., 2000; ADAM et. al. 1998; DUARTE,

2005).

Os metabolitos secundarios sdo substancias produzidas naturalmente por plantas, fungos,
bactérias, protozoarios e animais em resposta a estimulos externos, tais como alteracGes
nutricionais, infeccdo e competicdo (STROHL, 2000). Estes compostos sdo quimicamente
variados, sendo de particular interesse os terpenoides, alcaldides e compostos fendlicos, por
apresentarem acdo antimicrobiana; muitos extratos e Oleos essenciais isolados a partir de plantas
tém se mostrado eficaz no controle de microrganismos patégenos (GRETHER e MARTINEZ,

1996; HAIDA et al. 2007).
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Existe evidéncia cientifica de que as plantas possuem um vasto e complexo arsenal de
principios ativos, com capacidade de restaurar, curar e proteger; Os medicamentos a base de plantas
(MBP), orais e topicos, tornaram-se algumas das terapias alternativas mais utilizadas. Grande parte

inclui substancias vegetais usadas ha varios séculos, na medicina popular (PINTO, 2013).

O Brasil possui um grande potencial para a biodiversidade e tem uma riqueza de
conhecimento tradicional acumulado pela populacdo que possui acesso direto a natureza e aos
produtos da biodiversidade (ALBAGLI, 2001). Medicamentos derivados de produtos naturais séo
capazes de tratar 87% das enfermidades humanas categorizadas, incluindo as indicadas como
antibacterianas, anticoagulantes, antiparasitarias, imunossupressoras e anticancerigenas.

(NEWMAN, 2003).
OBJETIVO

Diante do exposto exacerbou-se a necessidade do estudo, sobre o potencial antimicrobiano e

determinacdo da toxicidade do 6leo essencial de copaiba langsdorfii Desf.
MATERIAL E METODOS

Material Vegetal

O 6leo resina foi obtido mediante compra em Adval Farméacia de Manipulacdo LTDA,
acompanhado de laudo técnico, com o numero da nota n:32321. O presente estudo foi realizado nos
laboratdrios da Faculdade ASCES onde foi avaliada a atividade antimicrobiana do oleo da
Copaifera langsdorfii Desf.
AVALIACAO DA ACAO ANTIMICROBIANA

A avaliagéo da acdo antimicrobiana foi realizada in vitro sendo utilizadas como indicadoras
cincos cepas de microrganismos padrdo de bactéria Gram-negativa Escherichia coli, Klebsiella e P.
aeruginosa, das Gram-positivas Staphylococcus aureus ATCC 3613, Lactobacillus, S. epidermidis,.
As cepas utilizadas pertenciam ao banco de cepas de microrganismos, do laboratério de

microbiologia da asces.
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Determinacgdo da Concentracéo Inibitéria Minima (CI1M)

A Determinagdo da Concentracdo Inibitéria Minima (CIM) do 6leo foi realizada a partir da
técnica de pogos, e foram preparados indcuos dos respectivos patdgenos em solugdo salina, a partir
de semeio por esgotamento feito anteriormente, para controlar a concentracdo bacteriana sera
utilizada a escala 0,5 de Marc- Farland. Com o auxilio do swab, serdo semeadas com o inoculo
toda a extenso das placas de Petri contento Agar Mueller-Hinton (para bactérias).

Em cada placa semeada foram confeccionados quatro pogos de 6 mm de didmetro, para a
inser¢do de S0uL do 6leo em diferentes concentracgdes, a partir de dilui¢des em 50%, 25%,12,50% e
6,25% com relacdo a amostra inicial de cada extrato bruto seco das plantas, o procedimento sera
realizado em duplicata.

Ap0s essa etapa, as placas foram incubadas a 37°C por 24 horas, para posterior mensuragao
dos halos em milimetros (mm) e determinacdo da Concentracdo Inibitéria Minima (CIM), sendo
esta estendida como a menor concentracao do 6leo capaz de inibir o crescimento bacteriano.

O Poder Inibitério foi realizado pela técnica de difusdo em pocos onde foi observada a
formacdo ou ndo de halos inibitérios ao redor dos pogos que serdo preenchidos com o 6leo da
Copaifera langsdorfii Desf. no meio Agar Muller-Hinton contendo a bactéria semeada.
Posteriormente, foi verificado o diametro dos halos que se formaram ao redor dos pogos contendo
0s extratos e avaliado se as concentragdes presentes nos mesmos caracteriza a bactéria como
sensivel, intermediaria ou resistente para determinadas concentracdes.

Determinagdo da concentragao inibitdria minima de aderéncia (CIMA)

A avaliacdo da menor concentracdo do 6leo, em meio de sacarose, necessaria para inibir a
aderéncia dos microrganismos ao tubo do vidro, é denominada como Concentra¢do Inibitoria
Minima de Aderéncia (CIMA). A Concentragéo Inibitoria Minima de Aderéncia foi determinada na
presenca de 5% de sacarose, usando-se concentracfes crescentes e sucessivas das solugdes diluidas
do o6leo, onde as linhagens foram sub-cultivadas a 37 °C em caldo Muller-Hinton (DIFCO), em

microaerofilia, por um periodo de 24 horas, para obtengéo de um inoculo de 106 UFC/mL, onde
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foram incubados nos tubos com os meios acrescentando uma aliquota de 10uL de suspensdo

bacteriana, sendo os tubos inclinados a 37°C (KONEMAN, 2008).

Poder Inibitério (PI)

O Potencial Inibitério indicard se o 6leo utilizado apresenta ou ndo acdo antibidtica frente as
bactérias testadas no ensaio. O processo consiste em observar a formacdo de halos ao redor dos
discos que contém o 6leo dos espécimes, os quais serdo impregnados no meio do Agar Muller-

Hinton contendo a bactéria semeada (KONEMAM, 2008).

Replicou-se a bactéria suspensas em 7 mL de soro fisiologico dentro de tubos de ensaio e em
seguida embebedou o swab com essa solucdo. A bactéria foi repicada para a placa de Petri que ja
estava com o meio Agar Mueller-Hinton, previamente esterilizado e realizou-se o semeio em forma
de tapete. Dando seguimento ao teste, foi feito os pocos na placa, os quais foram preenchidos com
50uL da diluig@o do 6leo representando as concentragdes de 50%, 25%, 12,5% e 6,25% em relagdo
a amostra inicial (0,5 g de o6leo). Para controle foi utilizado o antibiético Amoxicilina.
Posteriormente, foram colocados na estufa a 37°C por no minimo 18 horas. A avaliacdo foi feita
verificando-se, com o auxilio de uma régua, o didmetro do halo formado ao redor do disco contendo

0 6leo.

O Poder Inibitério foi realizado pela técnica de difusdo em pogos onde foi observada a formacgéo ou
ndo de halos inibitérios ao redor dos pocos que foram preenchidos com o 6leo da Copaifera
langsdorfii Desf. no meio Agar Muller-Hinton contendo a bactéria semeada. Posteriormente, foi
verificado o didmetro dos halos que se formaram ao redor dos pog¢os contendo os extratos e avaliado
se as concentracfes presentes nos mesmos caracteriza a bactéria como sensivel, intermediaria ou

resistente para determinadas concentragdes.
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Avaliacao Toxicologica (CLsp)

Os ovos de Artemia salina foram encubados durante um periodo de 48 h para que houvesse
a eclosdo das larvas (Metanduplios) estas foram separados em 7 grupos contendo 12 metanauplios
em cada grupo. O primeiro grupo recebeu a solucdo controle (agua marinha) e as 6 seguintes
receberam diferentes concentra¢bes (1000pg/mL, 750pg/mL, 500pg/mL, 250ug/mL,100pg/mL, e

50pg/mL) do oOleo de copaiba (Copaifera langsdorffii), as Artemias foram colocadas por um

periodo de 24h sob iluminacdo artificial. As observagdes foram feitas apds este periodo, quando se

contabilizou o valor numérico de larvas vivias e mortas. Os ensaios foram realizados em triplicata.


https://pt.wikipedia.org/wiki/Copaifera_langsdorffii
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RESULTADOS E DISCUSSAO

Preparou-se as solucBes do Oleo-resina de copaiba, observando a sua homogeneidade das
mesmas logo ap6s a obtencdo e ap6s o repouso dos frascos. As solugBes mantiveram
homonegéneas, ou seja, ndo apresentou particulas oleosas imisciveis, indicando que as solucGes
estavam adequadas para o teste. O Gleo de Copaiba langsdorfii Desf apresentou acao inibitoria nas
concentragdes de 50%, 25%, 12,5% e 6,25%, apresentando halos de Concentracdo Minima
Inibitéria (CMI) e de Concentracdo Minima Bactericida (CBM) de nas bactérias de 14mm S.
epidermidis, de 12mm Lactobacillus e de 11mm Staphylococcus aureus, entretanto ndo apresentou
halos de inibicdo nas concentracdes e condicGes testadas para as seguintes bactérias: Escherichia
coli sp., Pseudomonas aeruginosa ATCC 7546, KLebsiella pneumoniai sp, conforme a Tabela 1 e

Tabela 2.

Em um ensaio realizado por Mendongca, et al (2009) utilizando o 0leo de Copaifera multijuga
Hayne , demonstrou que entre as cepas bacteriana utilizadas a mais sensivel foi S. aureus com (PI)

de 3,12 mm.

Com base nos valores obtidos da Concentracdo Inibitéria Minima de Aderéncia (CIMA) o 6leo
foi ativo apenas frente as cepas S. epidermidis, Lactobacillus eStaphylococcus aureus, que séo
Gram+ sendo assim o 6leo de copaiba langsdorffii Desf s6 teve acdo frente bactérias Gram
positivas, j& no estudo de “Mendonga et al. 2009” a E. Coli e P. Aeruginosa que sdo Gram

negativas obtiveram uma boa sensibilidade.

Na avaliacdo da Determinacdo do Potencial Antibiotico a relacdo entre a comparacéo do
antibiético padrdo (amoxicilina) com o Copaiba Langsdorfii Desf observou-se que o Oleo
apresentou uma atividade bastante satisfatdria, pois foi capaz de inibir as bactérias S. epidermidis,
Lactobacillus e S. aureus. Os halos de inibicdo obtidos pelo 6leo para S. epidermidis foram de

14mm na concentragdo de 50%, de 13mm em 25%, de 9mm em 12,5% e de 6mm em 6,25%, para
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Staphylococcus aureus os halos foram de 11mm na concentracdo de 50%, 10mm em 25%, de 9mm
em 12,5% e de 9mm em 6,25% e para 0 Lactobacillus de 12mm na concentragdo de 50%, 10mm
em 25%, 9mm em12,5% e 6mm em 6,25%. Os halos de inibicdo apresentados pela amoxicilina para
S. epidermidis foram de 15mm na concentracdo de 50%, de 12mm em 25%, de 11mm em 12,5% e
de 7mm em 6,25%, para Lactobacillus os halos foram de 16mm na concentragéo de 50%, 14mm em
25%, de 12mm em 12,5% e de 7mm em 6,25% para Staphylococcus aureus os halos foram de

20mm na concentragdo de 50%, 17mm em 25%, de 16mm em 12,5% e de 15mm em 6,25%.

GRAFICO 1. Determinacio do Potencial inibitério do 6leo em comparacdo com a

amoxicilina(PAA) frente a S. Aureus.

No estudo feito por “Pribul et al. 20117 demostrou uma acao da amoxicilina de baixa
resisténcia ao antibidtico tendo ele uma alta sensibilidade, sendo 6timo para um estudo comparativo

que apresentou uma atividade j& que os mesmo possuem um potencial de acdo parecidos

No bioensaio de toxicidade, ap6s 24 horas de exposi¢cdo da Artemia salina Leach, observou-se
que houve baixo numero de ébitos em todas as concentracbes testadas da amostra de 6leo de
copaiba. Desta forma, através de todos os fatos observados foi comprovado experimentalmente que
a amostra apresentou um CLso de 1.069,1933505487 ug/mL, que representa que o 6leo analisado
ndo apresenta toxicidade para a Artemia salina nas concentracfes e condicdes testadas.
Considerando que o potencial toxico é numericamente superior a 1000 pg/mL em relacdo ao teste
com Artemia salina Leach (CL50), visto que s6 sdo consideradas com baixa toxicidade substancias
que tenham TAS> 1000ug/mL (1 pg/mL = 1lppm). O numero de mortos foi proporcional ao
aumento das concentracdes testadas, durante a leitura a espécie Artemia salina apresentou
movimento parecido com a do controle segundo a equacéo de reta que deu um resultado de CLs, de

1.069,1933505487 pg/mL.



196 Um estudo feito “PIERI, 2012” comprou que as outras espécies de copaiba langsdorffii Desf.
197 ndo houve sobre a atividade citotoxica sobre as larvas de A. salina. As amostras foram

198  consideradas inativas, pois apresentaram DLsg superior a 1000 pg/m.
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CONCLUSAO

De acordo com os resultados obtidos foi possivel concluir que o dleo-resina da Copaifera

Langsdorffii Desf., apresentou uma boa atividade antimicrobiana bem como que 0 mesmo possui

uma baixa toxicidade conferindo-lhe assim carateristicas satisfatorias para torna-se um possivel

novo

farmaco.
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