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RESUMO

Mastite bovina € um processo inflamatorio/infeccioso da glandula maméria, de
etiologia complexa e multivariada, sendo a de origem bacteriana a mais frequente.
Devido aos elevados custos dos tratamentos dessa enfermidade, resisténcia
bacteriana aos antibioticos, além dos prejuizos inerentes ao descarte do leite ou a
presenca de residuos de medicamentos no mesmo, faz-se necessério estudos que
busquem métodos alternativos para contornar essa problemética. As plantas
medicinais com potencial antimicrobiano vém ganhando espago na medicina
veterinaria com o objetivo de reduzir o impacto e o uso de medicamentos de forma
indiscriminada, bem como manter a integridade do animal e controlar a disseminacao
de linhagens bacterianas resistentes. Diante disso, o0 objetivo desse trabalho foi
caracterizar a oleorresina de Copaifera spp., verificar atividade antimicrobiana in vitro
da oleorresina e do 6leo essencial de Copaifera spp. frente as bactérias aerébias e
facultativas isoladas de leite de vacas diagnosticadas com mastite subclinica grau I
e avaliar preliminarmente, in vivo, formulacéo fitoterapica a base de Copaifera spp. Os
testes de caracterizacdo da oleorresina de Copaifera spp. demonstraram sua
autenticidade e qualidade, a qual foi considerada adequada para o uso. As analises
realizadas por cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas (CG/EM)
e por espectrometria de massas com ionizagdo por electrospray de ressonancia
ciclotrénica de ions por transformada de Fourier (ESI FT-ICR MS) identificaram os
sesquiterpenos e diterpenos presentes no o6leo essencial e na oleorresina de
Copaifera spp., respectivamente. A técnica Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia
(CLAE) para sesquiterpenos, em especial para -cariofileno, pode ser utilizada no
controle de qualidade de oleorresina e 6leo essencial de Copaifera spp., bem como
em formulacéo fitoterapica utilizando oleorresina de Copaifera spp. como matéria-
prima vegetal. A oleorresina apresentou melhor atividade antimicrobiana do que o 6leo
essencial de Copaifera spp. (p<0,0001) frente as 55 bactérias isoladas. O teste de
antibiograma das trés formulacdes fitoterapicas demonstrou que a oleorresina de
copaiba reproduziu a sua atividade antimicrobiana frente aos micro-organismos
isolados. A avaliagdo preliminar, in vivo, de uma formulacao fitoterapica contendo 20%
oleorresina de copaiba ndo foi eficaz e nem segura, pois intensificou o processo
inflamatorio, havendo necessidade de testes futuros, como de citotoxicidade e de
irritabilidade dessa matéria-prima vegetal e do veiculo utilizado.

Palavras-chave: Mastite Bovina. Copaiba. Oleorresina. Oleo Essencial. Copaifera
spp. Concentracgao Inibitoria Minima. ESI FT-ICR MS.



ABSTRACT

Bovine mastitis is an inflammatory/infectious process of the mammary gland, its
etiology is complex and multivariate. The most common mastitis has bacterial origin.
Because of the high cost to treat this disease, and the bacterial resistance to
antibiotics, beyond the losses due to the milk discard or the presence of drug residues
in milk, studies are necessary to find out alternative methods to circumvent these
problematic. The medicinal plants with antimicrobial activity have been making room
in veterinary medicine with the objective to reduce the impact and the use of drugs
indiscriminately, as well as maintain the integrity of the animal and control the
dissemination of resistant bacterial lineage. Therefore, the aim of this work was
characterize the oleoresin Copaifera spp., verify the antimicrobial activity in vitro of
oleoresin and essential oil of Copaifera spp. in combating against aerobic and
facultative isolated bacteria from cows’ milk with subclinical grade 11l mastitis diagnostic
and evaluate preliminarily, in vivo, phytotherapic formulation composed of Copaifera
spp. The tests for characterization of the oleoresin, confirmed its authenticity and
quality, considered appropriate for use. The analyzes performed by gas
chromatography coupled to mass spectrometry (GC/MS) and electrospray ionization
Fourier transformed ionic cyclotron resonance mass spectrometry (ESI FT-ICR MS)
identified sesquiterpenes and diterpenes present in the essential oil and oleoresin of
Copaifera spp., respectively. The technigue of High Performance Liquid
Chromatography (HPLC) for sesquiterpenes, especially for B-caryophyllene, can be
used in quality control of essential oil and oleoresin of Copaifera spp., as well as in
phytotherapic formulation using oleoresin of Copaifera spp. The oleoresin showed
better antimicrobial activity than the essential oil of Copaifera spp. (p<0,0001) in
combating the 55 isolated bacteria. The antibiogram test of the three phytotherapic
formulations demonstrated that the oleoresin had antimicrobial activity against the
isolated microorganisms. The preliminary evaluation, in vivo, of a phytotherapic
formulation containing 20% oleoresin of copaiba was neither effective nor safe,
because it intensified the inflammatory process, requiring further tests, such as
cytotoxicity and irritability of the raw material plant and of the vehicle used.

Key words: Bovine Mastitis. Oleoresin. Essential Oil. Copaifera spp. Minimum
Inhibitory Concentration. ESI FT-ICR MS.
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1 INTRODUCAO

O sistema agronegocio e industrial do leite vém se destacando ha muito tempo
na economia mundial (GUIMARAES; LANGONI, 2009). No Brasil, € um dos mais
importantes, devido ao seu enorme impacto social e econémico, gerando mais de trés
milhdes de empregos diretos na producado primaria e agregando mais de seis bilhdes
de reais ao valor da producdo agropecuaria nacional (VILELA; LEITE; RESENDE,
2002). E uma atividade tradicional, principalmente nas regides sul e sudeste do pais
e novas areas vém se destacando, como o estado de Goias, oeste do estado de Minas
Gerais e a regido nordeste, devido a alta produtividade dos rebanhos e pela
guantidade de induastrias instaladas para beneficiar este importante insumo pecuario
(BUENO; MESQUITA; DIAS FILHO, 2006; SEBRAE, 2010).

De acordo com o Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica (IBGE), em
2008, o Brasil apareceu em nivel mundial como o sexto maior produtor de leite, com
mais de 27 bilhdes de litros por ano (IBGE, 2008). Entretanto, o Brasil poderia ocupar
0s primeiros desse ranking, se ndo fosse a presenca de doencas que acometem o
rebanho. Dentre estas se destaca a mastite, uma enfermidade que acarreta as
maiores perdas econdmicas e reducao na producédo de leite, além de comprometer a
qualidade fisico-quimica e microbioldgica do leite e derivados ou até mesmo, a perda
parcial ou total da capacidade secretora da glandula mamaria (GUIMARAES;
LANGONI, 2009; MARTINS et al., 2010).

No Brasil, em raz&o da alta prevaléncia de mastite nos rebanhos, a perda de
producdo esta entre 12 a 15%, o que significa um total de 2,8 bilhdes de litros de
leite/ano em relacéo a producéo anual (FONSECA; SANTOS, 2000). Segundo Bardal
(2011), as perdas associadas a mastite bovina sédo duas vezes mais elevadas aquelas

relativas a infertilidade e as doencas reprodutivas.

1.1 MASTITE BOVINA

A mastite ou mamite bovina € uma doenca de dificil controle e erradicacdo. E
um problema sanitario que afeta o gado leiteiro em todas as areas produtoras do
mundo, a qual esta associada as mas condi¢des de higiene do ordenhador, bem como
dos tetos e Uberes das vacas antes, durante e ap0s a ordenha (FERREIRA et al.,
2007; RIBEIRO JUNIOR et al., 2008).
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De uma forma geral, € um processo inflamatoério/infeccioso da glandula
mamadria, sendo as vacas leiteiras adultas as mais acometidas (FACHIN et al., 2012;
PERES NETO; ZAPPA, 2011). A sua etiologia € complexa e multivariada, porém a de
origem bacteriana € a mais frequente (FAGUNDES; OLIVEIRA, 2004; LAFFRANCHI
et al., 2001; OLIVEIRA, 2006; OLIVEIRA et al., 2010), e a extensdo da resposta
inflamatoria varia de acordo com a natureza do estimulo e a capacidade de reacao do
animal (PRESTES; FILAPPI; CECIM, 2002).

Baseado na origem do patdgeno, esta doenca pode ser classificada em
contagiosa ou ambiental. A primeira é provocada por micro-organismos dos géneros
Staphylococcus spp., Streptococcus spp., Corynebacterium spp. e Mycoplasma spp.,
0S quais sdo adaptados a sobreviver no Ubere do animal (OLIVEIRA, 2006). Estes
podem ser transmitidos de uma glandula infectada para outra saudavel, durante o ato
da ordenha ou por meio das maos dos ordenhadores, por panos utilizados na limpeza
e secagem dos tetos e ainda, pelos equipamentos da ordenha mal higienizados
(FREITAS et al., 2005; DANTAS et al., 2009). JA a segunda € provocada
principalmente por bactérias coliformes, como a Escherichia coli, Streptococcus
uberis, Actinomyces pyogenes, Pseudomonas spp., fungos, algas, como Prototheca
zopfii (alga aclorofilada) (BUENO; MESQUITA; DIAS FILHO, 2006; OLIVEIRA, 2006;
MARTINS et al., 2010) e virus (LANGONI et al., 1998). Estes micro-organismos sao
oportunistas, ndo adaptados a sobreviver no Ubere e estdo presentes no ambiente em
que o animal habita (GUIMARAES; LANGONI, 2009).

Além dos micro-organismos supracitados, de acordo com Radostits et al.
(2002), os agentes etioloégicos da mastite bovina podem ser classificados em
patbgenos secundarios ou menores (Staphylococcus spp. coagulase negativo) e
incomuns  (Arcanobacterium pyogenes, Nocardia spp., Pasteurella spp.,
Mycobacterium bovis, Bacillus cereus, Serratia marcescens e algumas espécies de
bactérias anaerodbias, fungos e leveduras).

Dentre os diversos tipos de micro-organismo patogénicos da mastite bovina
destaca- se Stapyhlococcus aureus, principal patdgeno causador dessa enfermidade
no Brasil e em outros paises (SA et al., 2004). De acordo com Hirsh e Zee (2003),
Staphylococcus aureus concorre com Streptococcus agalactiae como causa principal
dessa enfermidade. Mas, as vezes, mastites bovinas sdo causadas por
Staphylococcus coagulase negativo, notadamente Staphylococcus epidermidis,

Staphylococcus xylosus e Staphylococcus sciuri.
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Em relacdo a sua manifestacdo, a mastite bovina pode ser classificada em
clinica e subclinica. A clinica € marcada por respostas inflamatorias mais graves, ou
seja, observa-se os sinais de inflamacao nos tetos e Ubere, como presenca de edema,
cor avermelhada, aumento de temperatura e dor ao toque, além de alteracdes
macroscopicas no leite (MARTINS et al., 2010; PRESTES; FILAPPI; CECIM, 2002), o
gual se apresenta menos ou mais viscoso que o normal, de cor amarelada, com flocos
ou coagulos, o que permite que a doenca seja confirmada por observacéo direta do
mesmo (OLIVEIRA, 2006; DANTAS et al., 2009).

Segundo Costa (2006), a mastite clinica pode ser classificada em aguda e
cronica. Na primeira ha sintomas evidentes de processo inflamatoério e alteracdes
macroscopicas no leite. Ja na segunda ha fibrosamento do tecido mamario e
alteracdes no leite.

Um teste de campo muito utilizado para detectar a mastite clinica é o teste de
caneca de fundo negro ou telada, que consiste em um coletor de fundo escuro ou
telado dos primeiros jatos de leite antes da ordenha. Esse teste permite visualizar as
alteracdes macroscopicas do leite como a presenca de grumos, filamentos, coagulos,
pus e sangue (CARVALHO et al, 2002; RIBEIRO et al., 2003; SA et al., 2004;
VOLTOLINI et al., 2001).

Portanto, a mastite clinica é a causa mais comum de morte entre as vacas
leiteiras adultas, pois a falta de um diagndstico e tratamento correto pode levar o
animal ao quadro de septicemia e possivel 6bito (MARTINS et al., 2010; PRESTES;
FILAPPI; CECIM, 2002).

Ja na mastite subclinica, as rea¢fes inflamatérias sdo mais brandas e os
animais ndo apresentam alteracdes visiveis na glandula mamaria e tampouco no leite,
porém ocorre reducao na producdo e mudancas na composi¢cao do mesmo (BARDAL,
2011; GUIMARAES; LANGONI, 2009). Neste caso, a doenca pode disseminar
silenciosamente pelo rebanho (BARBALHO; MOTA, 2001; RIBEIRO JUNIOR et al.,
2008), resultando em infeccdes persistentes tanto no periodo de lactacdo quanto no
periodo seco (animais sem producdo de leite), sendo necessarios exames
complementares para sua deteccdo (GUIMARAES; LANGONI, 2009; SILVA;
NOGUEIRA, 2010).

O California Mastitis Test (CMT) é um dos testes de campo mais utilizados para
o diagndstico da mastite subclinica, sendo um indicador indireto da contagem de
células somaticas (CCS) no leite (BARBALHO; MOTA, 2001; VIANA et al., 2010), as
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quais sdo constituidas por células de defesa e epiteliais, sendo desta forma um
parametro para monitorar a salde da glandula mamaria e a qualidade do leite quando
da ocorréncia de mastites (VIANA et al., 2010). O CMT consiste na reacdo do leite
com um detergente anidnico que promove a liberacdo do acido desoxirribonucleico
(ADN) das células somaticas, levando a formacdo de um composto gelificado
(ANDRADE et al., 1998). De acordo com a intensidade da reacdo, a mastite subclinica
pode ser classificada em: Grau |: quando a reacao € leve; Grau Il: reacdo moderada
e Grau lll: reacdo intensa (RIBEIRO et al., 2003; VOLTOLINI et al., 2001).

Portanto, os testes de campo, caneca de fundo negro ou telada e o CMT séo
simples, baratos e realizados frequentemente no momento da ordenha. Isso permite
a identificacdo da doenca nos estagios iniciais, 0 que proporciona um controle mais
efetivo e reduz o impacto econdmico devido as perdas por descarte do leite
contaminado ou com a utilizagdo de medicamentos (OLIVEIRA et al., 2011; RIBEIRO
JUNIOR et al., 2008).

Para o controle da mastite bovina, também é importante que se faca exame
microbiolégico e teste de antibiograma. A cultura microbiana, a qual possibilita o
isolamento e a identificacdo dos agentes etioldégicos envolvidos na mastite, € um teste
complementar, decisivo e indispensavel em um programa de controle da doenca,
porém caro e demorado, sendo pouco aplicavel em rebanhos com grande ndimero de
animais (CARVALHO, 2002; MARTINS et al., 2010; RIBEIRO et al., 2003). Ja o
antibiograma, oferece como resultado padrdes de resisténcia ou susceptibilidade de
uma bactéria especifica aos antibioticos ou quimioterapicos (DANTAS et al., 2009).

Apesar do isolamento bacteriano ser pouco aplicavel, em algumas situacdes se
faz necessario, para que se possa realizar o teste de antibiograma, principalmente
nos casos de mastite recidivante, o qual ir4 direcionar o veterinario na escolha do
antibiético mais adequado ao tratamento (TEIXEIRA; RIBEIRO; SIMOES, 2008).

1.2 ENTRAVES NO CONTROLE DA MASTITE BOVINA

O método mais utilizado no tratamento da mastite € a antibioticoterapia.
Atualmente, os principais antibiéticos disponiveis no mercado e efetivos para o
tratamento de mastite s&o: cloxacilina, ampicilina, penetamato de penicilina,
combinagdes entre penicilina e estreptomicina, gentamicina, nafcilina, cefazolina,
cefoperazona e a cefquinoma (TEIXEIRA; RIBEIRO; SIMOES, 2008).
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Uma das dificuldades enfrentadas pelos técnicos e produtores na tentativa de
controlar a mastite em um rebanho estd no descarte de leite de vacas em lactacao
gue recebem tratamento com antibiotico, o que aumenta significativamente a perda
econdmica do produtor (RIBEIRO JUNIOR et al., 2008; TEIXEIRA; RIBEIRO;
SIMOES, 2008).

O Ubere da vaca compreende quatro quartos, sendo cada um deles uma
glandula individual, drenada por um teto (Figura 1). As quatro glandulas secretoras
sao estruturalmente separadas e funcionam independentemente, sem fluxo de leite
entre elas (BRITO; SALES, 2007). Porém, quando a vaca € tratada com antibiético
em um quarto, por via intramamaria, deve-se descartar todo o leite produzido, pois o
antibiotico é absorvido, ocorrendo a passagem para o sangue e dai para o leite dos
outros quartos. Logo, o aparecimento de residuos em quartos nao tratados deve-se a
essa passagem via corrente sanguinea, e ndo a passagem direta de um quarto para
outro (BRITO; BRITO; MENDONCGCA, 2012).

Figura 1- Divisdo interna dos quartos mamarios do Ubere de vacas.

(p— Membrana de tecido conectivo: separa os
/ ‘.
L/ §
"‘L

quartos anterior e posterior
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mediano: separa os quartos
dos lados esquerdo e direito

Fonte: Brito; Sales (2007), com adaptacao.

Sendo assim, o tratamento da mastite no periodo de lactacdo é encarado com
restricbes, ndo somente porque sua efetividade € inferior quando comparada com a
terapia no periodo seco, mas principalmente em funcdo da sua associagdo com
perdas econdmicas decorrentes do leite descartado durante o tratamento e no periodo
de eliminacdo do antibidtico (periodo de caréncia), o qual é de pelo menos uma
semana, antes do leite ser novamente comercializado (GUIMARAES; LANGONI,
2009; LARANJA; MACHADO, 1994; TEIXEIRA; RIBEIRO; SIMOES, 2008).
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Para se ter uma nocéo das perdas inerentes a esse fato, se considerarmos uma
vaca que produza 30 litros de leite/dia, ao ser submetida ao tratamento de mastite,
todo o leite deve ser descartado. Se o tratamento durar trés dias, 0 que nao é
adequado, mas € o que esta sendo feito na maioria dos casos, sdo necessarios mais
sete dias de caréncia para que o leite possa ser novamente comercializado, ou seja,
serdo descartados 300 litros de leite. Se considerarmos o preco de R$ 1,30 pago pelo
laticinio aos produtores, em 10 dias o produtor deixa de ganhar R$ 390,00 desse
animal, fora os custos com o tratamento (medicamentos e honorarios veterinarios)
(relatos em campo).

Devido a esses fatores, frequentemente, o produtor ndo cumpre o tratamento
pelo periodo suficiente, ou ainda, muitas das vezes, ndo administra as doses
recomendadas para atingir uma concentracdo minima efetiva (TEIXEIRA; RIBEIRO;
SIMOES, 2008). Assim, o uso de antibidticos de forma inadequada resulta nas falhas
terapéuticas, infeccdes recorrentes/cronicas e problemas de resisténcia aos
antimicrobianos (ARAUJO, 1998; NADER FILHO et al., 2007; TEIXEIRA; RIBEIRO;
SIMOES, 2008). A resisténcia ao tratamento esta relacionada com a producédo de
enzimas que inativam as drogas, alteracdo do sitio-alvo e alteracdo da absorgéo ou
do efluxo do medicamento (CLSI, 2003).

Fator agravante do tratamento da mastite € a presenca de residuos de
antibioticos no leite de consumo, 0 que representa riscos a saude publica
(MEDEIROS, et al., 2009; ZAFALON et al., 2008), pois podem causar reacdes de
hipersensibilidade e possivel choque anafilatico em individuos alérgicos (BRITO;
LANGE, 2005), alteracé@o no equilibrio da microbiota intestinal e selecao de bactérias
resistentes no trato digestivo dos consumidores (FREITAS et al, 2005). Segundo
White e Mcdermott (2001), o aumento da resisténcia bacteriana em humanos com
processos infecciosos ndo é somente decorrente do intenso e inadequado uso de
antibioticos, mas também da ingestdo de antibidticos via alimentos de origem animal.

Além disso, a presenca de residuos de antibiéticos no leite também acarreta
problema tecnolégico as industrias de laticinios, uma vez que os residuos sao
resistentes a pasteurizacao e tem um efeito inibidor no desenvolvimento de fermentos
lacteos, os quais trazem transtornos especialmente no processamento de iogurte,
gueijos e manteiga (ALMEIDA et al., 1999; BRANCHER; FAGUNDES, 1998).

Além de afetar a salde do animal, esta enfermidade causa prejuizos diretos

aos produtores, aos laticinios e até mesmo ao consumidor final, ou seja, afeta toda a
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cadeia produtiva, sendo que, os maiores reflexos sédo sobre os médios e pequenos
produtores, pois o leite fornecido por estes é fonte de subsisténcia e renda (BARDAL,
2011).

Segundo Costa (2006), o tratamento medicamentoso ideal da mastite seria
aquele que pudesse controlar todos os processos infecciosos do Ubere e ndo deixasse
residuos no leite. Logo, o produtor fica sem alternativa de tratamento pois, ndo ha no
mercado um medicamento intramamario topico que ndo atinja a corrente sanguinea,
gue nao deixe residuo no leite, e que ndo acarrete danos ao animal, a populacéo, a
industria e também ao meio ambiente, pois na maioria das vezes o leite mastitico de

vacas em tratamento é descartado no solo ou em leito dos rios.

1.3 TRATAMENTO ALTERNATIVO

Com a crescente conscientizagdo da populacdo sobre os perigos da
producdo, sem considerar de imediato os efeitos sobre 0 meio ambiente, aos animais
e as pessoas, abre-se espaco para o desenvolvimento de medicamentos de origem
nao sintéticos no tratamento de doencas que acometem o ser humano e 0s animais
(FIGUEIREDO, 2002). Por exemplo, a Comunidade Europeia tem restringindo o uso
de aditivos antibioticos quimicos-sintéticos na alimentacdo animal, criando diversas
barreiras ao comércio internacional, na busca de um alimento de menor risco a saude
da populacdo (REGULAMENTO EUROPEU, 2003).

Diante do exposto, atualmente o produtor necessita de alternativas para o
tratamento da mastite que ndo seja o antibiético de origem sintética. Entretanto, ha
caréncia de estudos na area homeopatica/fitoterapica veterinaria em decorréncia da
falta de parcerias entre os profissionais e pesquisadores da area de medicina
veterinaria e farmacéutica para a avaliacdo cientifica de plantas medicinais de uso
popular, bem como, o desenvolvimento de medicamentos alternativos para o uso em
animais. Em se tratando de mastite bovina, os produtores necessitam de um
medicamento fitoterapico que tenha efeito terapéutico satisfatério, sem causar danos
a populacéo, a industria e ao meio ambiente.

Outro fato que vem estimulando o desenvolvimento de medicamentos
derivados de produtos naturais é o aparecimento cada vez mais frequente de cepas
bacterianas resistentes aos antibiéticos disponiveis no mercado. Na tentativa de

mudar esse contexto, diversos trabalhos cientificos buscam validar saberes
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tradicionais, utilizando-se extratos de plantas medicinais com a finalidade de reduzir o
uso dos antibidticos e outros compostos quimicos convencionais (BARDAL, 2011;
FACHIN et al., 2012; OYARZABAL, 2011; SCHUCH, 2007).

Dessa forma, as plantas medicinais com potencial antimicrobiano vém
ganhando espag¢o na medicina veterinaria com o objetivo de reduzir o impacto e 0 uso
de medicamentos de forma indiscriminada, manter a integridade do animal e de
controlar a disseminacdo das linhagens bacterianas resistentes (BRAGA; SILVA,
2007; VIEIRA et al., 2010).

1.4 OLEORRESINA DE COPAIBA

Diversas plantas medicinais e derivados vegetais sao utilizados pela populacéao
brasileira por possuirem propriedades antimicrobianas cientificamente comprovadas,
como é o caso das copaibeiras, arvores nativas da regido tropical da América Latina
e da Africa Ocidental. Na América Latina, as espécies de copaibeiras se estendem do
México a Argentina (VEIGA JUNIOR; PINTO, 2002).

No Brasil, as copaibeiras, além de serem encontradas na regido centro-oeste,
também estdo difundidas nas regides sudeste e amazodnica, principalmente nos
estados do Para e Amazonas (BIAVATTI et al., 2006; PAIVA et al.,, 1998; VEIGA
JUNIOR; PINTO, 2002). Na mata sdo facilmente encontradas devido ao aroma que
se desprende das cascas do tronco. De crescimento lento, podem alcancar de 25 a
40 metros de altura, podendo viver até 400 anos (ALENCAR, 1982)

As copaibeiras pertencem ao género Copaifera, familia Leguminosae,
subfamilia Caesalpinoideae que possui 72 espécies, das quais 28 sdo catalogadas e
16 sdo endémicas do Brasil (RIGAMONTE-AZEVEDO; WADT,; WADT, 2004). A
Copaifera langsdorfii Desf. € a mais encontrada no territério brasileiro, sendo
observada da Amazbnia & Santa Catarina, no Nordeste e Centro-oeste (VEIGA
JUNIOR; PINTO, 2002).

As arvores das diversas espécies de Copaifera séo conhecidas pela populacéo
brasileira por balsamo, caobi, capaiba, capauba (MS); copai (SP); copaiba-preta,
copaiba-da-varzea, copaiba-vermelha (BA, MG); copaibeira, copaibeira-de-minas,
copauba (SP); copalva, cupilva, oleiro, 6leo (MG, PR); 6leo-amarelo, 6leo-capaiba
(BA, MG); 6leo-copaiba (BA, MG, PR); 6leo-pardo, 6leo-vermelho (BA, RJ, SP); 6leo-
de-copaiba (ES, RJ, SP, GO); pau-6leo (PR); pau-de-6leo (CE, DF, GO, MG, MS, MT,
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PE, PI, PR, SP); pau-6leo de copaiba e pau-6leo do sertdo (BA), sendo que, a etiologia
do termo copaiba veio do tupi “cupa- yba”, que significa arvore de depdsito de seiva
ou que tem jazida (reserva de Oleo no seu interior) (BARBOSA; SCUDELLER, 2009;
BIAVATTI et al., 2006).

De elevado valor ecolégico e econdmico, ndo somente na Amazonia, mas em
todo o continente Sul-Americano, as espécies do género Copaifera sdo as mais
estudadas no mundo (BARBOSA; SCUDELLER, 2009). Em 1677 e 1820,
respectivamente, ja faziam parte da Farmacopéia Britanica e Americana e, em 1926,
foi incluida na primeira edicdo da Farmacopéia Brasileira (HECK; VIANA; VICENTINI,
2012). Com potencial de avancar nas diversas fases das pesquisas e gerar produtos
de interesse a saude, a Copaifera spp. faz parte da Relacdo Nacional de Plantas
Medicinais de interesse ao SUS (RENISUS) (BRASIL, 2009), bem como, do
Formulario de Fitoterapicos da Farmacopéia Brasileira (BRASIL, 2011).

1.4.1 Extracdo da oleorresina

Dos troncos das copaibeiras € extraida a oleorresina de copaiba (Figura 2A-E),
liguido transparente, de viscosidade variavel, cuja coloracdo também pode variar do
amarelo ao marrom (Figura 3A-B) (BIAVATTI et al., 2006). Segundo Alencar (1982),
a oleorresina é um produto de excrecdo da planta, que funciona como defesa contra
animais, fungos e bactérias, atraindo insetos polinizadores, além de regular o

metabolismo do vegetal.

Figura 2- Extracdo da oleorresina de copaiba: (A) Perfuracdo do fuste com trado; (B)
Escoamento da oleorresina; (C) Coleta da oleorresina; (D) Cessamento do escoamento da
oleorresina; (E) Fechamento do orificio.

Fonte: Medeiros (2006).
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Figura 3- Diversidade de coloracdo da oleorresina de copaiba: (A): Vista superior de frascos
contendo oleorresinas de copaiba extraidas em Santarém (PA); (B): Oleorresinas de copaiba
comercializada no Mercado Municipal de Santarém (PA).

Fonte: Proprio autor.

Uma preocupacédo das industrias farmacéuticas com relacdo a obtencéo dessa
matéria-prima vegetal € a possibilidade de adulteracdo na prépria origem, pela mistura
com outros 6leos de diferentes géneros ou familias botanicas, que apresentam
densidade ou aroma semelhantes, ou ainda pela adi¢cdo de produtos de menor valor
agregado, como alcool, 6leos vegetais comestiveis (de soja e de milho), dleos
minerais (parafina), petrolados (diesel), banha animal e entre outros, com o objetivo
de diluir a mesma, provocando variagbes na composicdo quimica e
consequentemente alteragbes da atividade farmacolégica (TAPPIN et al., 2004,
VEIGA JUNIOR; PINTO, 2002).

1.4.2 Composicdo quimica

Por ser um exsudato constituido de diterpénicos e sesquiterpénicos, a
designacao correta para o 6leo de copaiba € oleorresina, porém o comércio emprega
h& anos erroneamente o nome de balsamo de copaiba. Entretanto, a oleorresina de
copaiba ndo é um balsamo verdadeiro, pois ndo contém derivados do acido benzdico
ou cinamico (VEIGA JUNIOR; PINTO, 2002).

Os acidos diterpénicos ou resinosos compdem a parte resinosa, sélida, ndo
volatil, insolavel em agua, a qual esta diluida em compostos volateis (sesquiterpenos
oxigenados e hidrocarbonetos), que sdo extraidos por hidrodestilagdo e possuem
aromas marcantes, sendo utilizados principalmente pelas industrias de perfumes
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(CASCON; GILBERT, 2000; PIERI, MUSSI; MOREIRA, 2009; RIGAMONTE-
AZEVEDO, WADT, WADT, 2004).

Os sesquiterpenos encontrados com maior frequéncia na oleorresina de
copaiba séo: B-cariofileno; a-copaeno; a-cubebeno; a-humuleno; B-bisaboleno; a e B
selineno; a-bisabolol; (B-elemeno; &-cadineno, o-cadineno, cadinol, entre outros
compostos nédo identificados, que gira em torno de 13,5% (CASCON, GILBERT, 2000;
MENDONCA; ONOFRE, 2009; RIGAMONTE-AZEVEDO et al.,, 2004). No estudo
realizado por Rigamonte-Azevedo et al. (2004), o [B-cariofileno foi o composto
majoritario e encontrado em todas as oleorresinas analisadas.

J& os principais diterpenos sdo o &acido copdlico, acido hardwickiico, acido
caurendico, acido copaifero e acido colavénico, sendo o acido copalico o componente
guimico encontrado em todas as oleorresinas de copaiba até hoje estudadas, razéo
pela qual sugere-se que seja utilizado como marcador quimico dessa matéria-prima
vegetal (CASCON; GILBERT, 2000; PIERI, MUSSI; MOREIRA, 2009; RIGAMONTE-
AZEVEDO et al., 2004; VEIGA JR; PATITUCCI; PINTO, 1997; VEIGA JUNIOR;
PINTO, 2002). Entretanto, Cascon e Gilbert (2000) afirmam que o acido copalico ndo
pode ser considerado como marcador confiavel, pois em seu estudo algumas
espécies analisadas apresentaram apenas tragos deste componente.

Segundo Veiga Junior, Pinto e Maciel (2005), apesar de apresentarem
alteracdes nas quantidades e tipos de sesquiterpenos e diterpenos, apenas essas
classes de substancias estédo presentes na composi¢ao da oleorresina pura, as quais

sao responsaveis por suas propriedades farmacoldgicas e biolégicas.

1.4.3 Atividade farmacoldgica

O uso medicinal da oleorresina de copaiba ja ocorria entre 0s nativos antes da
chegada dos portugueses ao Brasil. Atualmente € um dos mais importantes produtos
naturais amazonicos comercializados em feiras livres, mercados populares,
ervanarios e farmacias de produtos naturais de todo o Brasil e no exterior (Estados
Unidos, Franca, Alemanha e Inglaterra), podendo ser encontrada na forma
farmacéutica de pomadas, in natura, cdpsulas, emulsfées, entre outras. Todavia, 0
grande interesse pela oleorresina de copaiba é pela industria de cosméticos, com a

fabricacdo de xampus, lo¢des capilares, sabonetes, cremes condicionadores, lo¢des
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hidratantes e pds-barba, fixador para perfumes e espumas de banhos (MACIEL et al.,
2002; TAPPIN et al., 2004; VEIGA JUNIOR; PINTO, 2002).

Testes in vitro e in vivo demonstraram que varias espécies do género Copaifera
possuem atividade anti-inflamatdria (PAIVA et al., 2002a; VEIGA JUNIOR et al., 2007),
antitumoral (OHSAKI et al.,, 1994), efeito gastroprotetor (PAIVA et al., 1998),
cicatrizantes de Ulceras e feridas em geral (PAIVA et al., 2002b; MARTINS, SILVA,
2010), antioxidante e inibicdo da peroxidacao lipidica, atuando como protetor de
células danificadas do tecido intestinal (PAIVA et al., 2004), atividade repelente ao
mosquito Aedes aegypti (OLIVEIRA, 2008), atividade antiparasitaria frente a
Leishmania amazonenses (SANTOS et al., 2008a; SANTOS et al., 2013), atividades
antifingica e antibacteriana (ALVES et al., 2000; BRAGA, SILVA, 2007; FENNER et
al., 2006; GONCALVES, ALVES FILHO, MENEZES, 2005).

Com relacdo ao efeito antimicrobiano da oleorresina de copaiba, estudos tem
demonstrado sua capacidade de inibir o crescimento de bactérias Gram positivas e
Gram negativas como Staphylococcus aureus, Escherichia coli e Pseudomonas
aeruginosa (MENDONCA; ONOFRE, 2009), bem como, bactérias do género
Streptococcus (VASCONCELOS et al., 2008).

Trabalho desenvolvido por Pieri et al. (2012) com oleorresinas de duas
espécies diferentes de Copaifera (Copaifera langsdorffii Desf. e Copaifera officinalis
L.), também mostrou a inibicdo de trés bactérias Gram-negativas (E. coli, P.
aeruginosa e Shigella flexneri) e Gram-positivas (S. aureus). De acordo com Santos
et al. (2008b), em bactérias Gram- positivas a oleorresina de copaiba atua na parede
celular, causando rupturas e danos com liberacdo de compostos citoplasmaéticos e até
mesmo perda da parede celular, alteracdo da morfologia e diminuicdo do volume da
célula.

O estudo realizado por Deus, Alves e Arruda (2011) demonstrou que o 6leo
essencial da espécie Copaifera multijuga Hayne apresentou melhor efeito antifingico
frente as espécies Aspergillus flavus e Candida parapsilosis do que a oleorresina. Os
mesmos sugerem que o B-cariofileno, a-copaeno, trans-a-bergamoteno, a-humuleno,
y-muuroleno e [3- bisaboleno sejam os responsaveis por essa atividade.

O exposto mostra as potencialidades da oleorresina de copaiba extraida das
copaibeiras e a possibilidade do desenvolvimento de produtos com valor agregado e

gue valorize toda a cadeia produtiva.
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Por fim, a bovinocultura leiteira precisa de alternativas que possam controlar
um dos maiores entraves na produ¢do, que é a mastite, pois os elevados custos dos
tratamentos, baixa efetividade da terapia convencional, resisténcia bacteriana aos
antibioticos, além dos prejuizos inerentes ao descarte do leite ou a presenca de
residuos de medicamentos no mesmo, impedem que o Brasil dé um salto na producéo
agroindustrial leiteira. Diante disso, a utilizacado de derivados vegetais pode ser uma
opcado para esta problemética, e a oleorresina de copaiba, devido as suas
propriedades farmacoldgicas (anti-inflamatoria e antimicrobiana), € uma matéria-
prima que deve ser avaliada visando o desenvolvimento de fitoterapico para uso

animal.



Objetivos
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Caracterizar a oleorresina de Copaifera spp., verificar a atividade
antimicrobiana in vitro da oleorresina (OR) e do 6leo essencial (OE) de Copaifera spp.
frente as bactérias aerdbias e facultativas isoladas de leite de vacas diagnosticas com
mastite subclinica grau lll e avaliar preliminarmente, in vivo, formulagéo fitoterapica

contendo Copaifera spp.

2.2  OBJETIVOS ESPECIFICOS

v Desenvolver e validar método analitico para identificar e quantificar o marcador
B-cariofileno na OR de Copaifera spp. e co-validar método analitico para identificar e
quantificar o B-cariofileno no OE de Copaifera spp. por Cromatografia Liquida de Alta
Eficiéncia (CLAE);

v Identificar os sesquiterpenos, na fracdo volatii de Copaifera spp., por
cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas (CG/EM) e os diterpenos,
na OR de Copaifera spp., por espectrometria de massas com ionizagdo por
electrospray de ressonancia ciclotronica de ions por transformada de Fourie (ESI FT-
ICR EM);

v Isolar e identificar micro-organismos aerobios e facultativos a partir de amostras
de leite de vacas diagnosticadas pelo teste de CMT com mastite subclinica grau lll;
v Verificar a atividade antimicrobiana in vitro de trés formulac@es fitoterapicas a
base de Copaifera spp. e da gentamicina, frente as bactérias previamente isoladas;
v Co-validar método analitico por CLAE para quantificar o marcador 3-cariofileno
na formulacéo fitoterapica a base de Copaifera spp. proposta para aplicacéo in vivo;
v Tratar os animais diagnosticados com mastite subclinica grau Ill com a
formulacéo fitoterapica contendo Copaifera spp. e em seguida, avaliar clinicamente os

mesmaos.



‘Material e
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 MATERIAL

3.1.1 Material vegetal

A OR de copaiba (Copaifera spp.) foi adquirida da empresa Nutragyn Industria
de Alimentos LDTA localizada na cidade de Goiania (GO), em junho de 2012 (Anexo
A). Foi acondicionada em recipientes de vidro ambar e mantida a temperatura

ambiente.

3.1.2 Reagentes

Os reagentes utilizados neste trabalho foram de grau P.A. e HPLC. O padrdo
de B-cariofileno (Lote: 1321406V) foi adquirido comercialmente (Sigma-Aldrich, USA),
apresentando 99% de pureza.

Todos os meios de cultura utilizados foram da empresa ISOFAR Industria e
Comeércio de Produtos Quimicos Ltda.

3.2 CARACTERIZACAO DA OLEORRESINA (OR) DE Copaifera spp.

As andlises de caracterizacdo e desenvolvimento do método analitico de
quantificagdo do marcador B-cariofileno por Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia
(CLAE) foram realizadas no Laboratério de Pesquisa de Produtos Naturais (LPPN) e
no Laboratério de PD&I de Bioprodutos da Farmacia de Farmacia da Universidade
Federal de Goias (FF/UFG).

A analise por Cromatografia Gasosa acoplada a Espectrometria de Massas
(CG/EM) e o processamento dos dados da andlise por espectrometria de massas com
ionizacao por electrospray de ressonancia ciclotronica de ions por transformada de
Fourie (ESI FT-ICR MS) foram realizadas no Instituto de Quimica da UFG.
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3.2.1 Caracterizagcdo organoléptica

Para a caracterizacdo organoléptica, uma aliquota de OR de Copaifera spp. foi
transferida para um béquer e em seguida foram analisados: aspecto, cor, odor e sabor
segundo Brasil (1926).

3.2.2 Analises paraverificar adulteracdes na oleorresina (OR) de Copaifera spp.

De acordo com Brasil (1926), foram realizados quatro ensaios para verificar
possiveis adulteracdes da OR de Copaifera spp. com parafina (6leo mineral), 6leo fixo,
terebintina e bélsamo de gurjum. Todos os experimentos foram realizados em

triplicata.

3.2.2.1 Adulteracao por parafina

Em um béquer dissolveu-se 5mL de OR de Copaifera spp. em 15mL de alcool
absoluto e em seguida, a solucéo foi aquecida até ebulicdo, por 1 minuto.

A auséncia de parafina é indicada pela auséncia de pequenas gotas oleosas
dispersas no liquido, mesmo apds 1 hora de resfriamento.

3.2.2.2 Adulteracgéao por 6leo fixo

Em um béquer, ferveu-se durante 2 minutos (min) 20 gotas de OR de Copaifera
spp. com 1mL de solucdo alcodlica de hidroxido de potassio (1:10). Apdés o
resfriamento, acrescentou-se 2mL de éter etilico.

A auséncia de gelatinizacdo descarta a presenca de 6leo fixo.

3.2.2.3 Adulteracgao por terebintina

Num béquer, aqueceu-se em banho-maria (aproximadamente 100°C), 10g de
OR de Copaifera spp. durante 4 horas. Um teste controle com esséncia de terebintina
foi utilizado.

A auséncia de odor de terebintina e de cristais dessa substancia no residuo

indicam que a OR de Copaifera spp. ndo apresenta este contaminante.
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3.2.2.4 Adulteracdo por balsamo de gurjum

Num tubo de ensaio, misturou-se 1 gota de acido nitrico com 3mL de acido
aceético glacial e adicionou-se cuidadosamente 4 gotas de OR de Copaifera spp. sobre
a solugao.

A auséncia de balsamo de gurjum é indicada pela ndo formacédo de zona
avermelhada na superficie de separacédo dos liquidos. A cor vermelha ou purpura

também nao deve ser formada quando os liquidos forem misturados por agitacao.

3.2.3 Anédlise de solubilidade

Os experimentos foram realizados de acordo com Brasil (1926) e, em triplicatas
para cada solvente.

Colocou-se 1mL de OR de Copaifera spp. em 7 tubos de ensaio. Adicionou-se
no 1° tubo, 1mL de cloroférmio; no 2° tubo, 1mL de éter de petroleo; no 3° tubo, 1mL
de alcool etilico absoluto; no 4°tubo, 1mL de alcool amilico; no 5° tubo, 1mL de éter
etilico; no 6° tubo, 1mL de sulfureto de carbono e, no 7° tubo, 1mL de agua. Em
seguida, todos os tubos foram levados a um vortex por 10 segundos (s) e, apos
deixados em repouso por 3 min foi realizada a leitura dos resultados.

Em outro tubo de ensaio, sem agitacao, dissolveu-se 1mL de OR de Copaifera

spp. em 8mL de éter de petroleo.

3.2.4 Determinacdo da densidade relativa e de massa

O teste de densidade relativa foi realizado em triplicata de acordo com Brasil
(1926). Utilizou- se um picndmetro limpo e seco de 10mL, calibrado por meio da
determinacdo da massa do picnémetro vazio e da massa de seu conteido com agua
recém-destilada, a 25°C. Em seguida, a OR de Copaifera spp. foi transferida para o
picndmetro a temperatura de 25°C, e o picndmetro foi pesado. Obteve- se 0 peso da
amostra por meio da diferenca de massa do picndmetro cheio e vazio. A densidade
relativa foi determinada pela razdo entre a massa da OR de Copaifera spp. e a massa
de agua, ambas a 25°C

Posteriormente, calculou-se a densidade de massa da OR de Copaifera spp. a
25°C, segundo Brasil (2010).
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3.2.5 Determinacgéo da viscosidade

O experimento foi realizado em triplicata, de acordo com Brasil (2010). As
medidas de viscosidade foram realizadas em um viscosimetro Brookfield-DV-IIl, com
um conjunto de spindles tipo LV, nas configuracdes de 60 rotagdes por minuto (rpm),
torque 23,6% e temperatura 25°C.

3.2.6 indice de Acidez (IA)

O teste foi realizado em triplicata, segundo metodologia de Vasconcelos e
Godinho (2002) e, a padronizacao da solucéo 0,1N de hidréxido de s6dio (NaOH) com
biftalato de potassio foi realizada de acordo com Brasil (2010).

Pesou-se cerca de 2g de OR de Copaifera spp. em um erlenmeyer de 125mL
e em seguida, adicionou-se 25mL da mistura éter etilico: alcool etilico (2:1) e agitou-
se. Posteriormente, adicionou-se 2 gotas de solucédo alcoolica de fenolftaleina 1% e
titulou-se com solucédo 0,1N de NaOH até a mudanca da coloracéo incolor para rosea.
Também foi realizada a titulagdo em branco, a qual utilizou-se todos os reagentes,
exceto a OR de Copaifera spp.

O IA foi calculado pela Equacéo 1:

IA= V.N.56,1/m (1)
Em que: V= volume de solu¢do de NaOH gasto na titulagdo em mL.
N= normalidade da solucédo de NaOH.

m= massa da amostra em gramas (g).

3.2.7 Obtencéo do 6leo essencial (OE) de Copaifera spp.

Mediu-se em uma proveta 10mL de OR de Copaifera spp., a qual foi transferida
para um baldo de fundo redondo de 1000mL. Em seguida, foram adicionados 600mL
de 4gua destilada e hidrodestilou-se por 4 horas com 0 aguecimento aproximado de
100°C. A hidrodestilagéo foi realizada em aparato do tipo Clevenger, acoplado a um
sistema de refrigeracdo com a manutencao da agua de condensacéao entre 19-20°C.

Apés a extracdo, o OE de Copaifera spp. foi medido no tubo graduado do
proprio aparato e acondicionado em frasco ambar, mantido sob refrigeracao (freezer-

20°C) e ao abrigo de luz, para as analises posteriores.
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A avaliacédo do rendimento em porcentagem (v/v) foi calculado em relacdo ao
volume inicial (mL) da OR de Copaifera spp. submetida a extracdo, de acordo com
Brasil (1926).

A extracdo do OE de Copaifera spp. foi realizada em triplicata.

3.2.8 Analise quimica da fracdo volétil da oleorresina (OR) de Copaifera spp.

A fracao volatil da OR de Copaifera spp. foi analisada por cromatografia gasosa
acoplada a espectrometria de massas (CG/EM) em um equipamento Shimadzu QP
5050A, utilizando-se uma coluna capilar de silica fundida CBP-5 (30m x 0,25mm x
0,25um). A vazao foi de 1,0mL/min para o Hélio como gas de arraste sob fluxo
constante, com temperatura inicial de 60°C, mantida por 2 min e seguida de
aquecimento, primeiramente a taxa de 3°C/min até 240°C, depois de 10°C/min até
280°C e constante de 280°C por 10min, sendo a energia de ionizagdo de 70eV.

O volume de injecao foi de 1uL da amostra diluida em diclorometano (CH2CL?2)
na proporgcédo de 1:5. Os componentes individuais do OE de Copaifera spp. foram
caracterizados por comparacédo dos espectros de massa e os indices de retencao que
foram calculados com referéncia a uma sequéncia linear de n-alcanos C8-C36
(ADAMS, 2007).

3.2.9 Identificacdo dos diterpenos presentes na oleorresina (OR) de Copaifera
sSpp. por espectrometria de massas com ionizagcdo por electrospray de
ressonancia ciclotrénica de ions por transformada de Fourier (ESI FT-ICR
MS)

A amostra de OR de Copaifera spp. foi diluida para 0,25mg/mL com
agua:metanol (1:1), que continha 0,1% v/v de hidroxido de amonio (NH4OH) para
analise no modo negativo. Em seguida, a solucdo resultante foi diretamente injetada
a uma taxa de fluxo de 5uL/min na fonte de electrospray (ESI).

O espectrometro de massa (modelo 9.4 T Solarix, Bruker Daltonics, Bremen,
Germany) foi configurado para operar em uma faixa de massa de m/z 150-500. As
condicdes da fonte do ESI foram: presséo do gas nebulizador de 3bar, uma voltagem

capilar de 3,5 kV e uma transfer capillary temperature de 250°C.
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Os ions foram acumulados na cela de colisdo hexapolo com o tempo de 5x10
3 segundos, em seguida transferidos para a cela de ressonancia ciclotronica de ions
(ICR), por meio do sistema de guia de ions multipolar (hexapolo). O tempo de
permanéncia no hexapolo foi de 0,7 milisegundos.

O espectro foi adquirido pelo acumulo de 32 scans em dominio de tempo com
8 mega-ponto do dominio de tempo dos conjuntos de dados. O espectro de massa foi
calibrado externamente usando NaTFA.

O poder de resolucdo (m/Amsoy% aproximadamente 500 000), em que Amsoy €
a largura do pico completo em metade da altura, m/z aproximadamente 400 e precisédo
de massa <lppm promoveram uma atribui¢cdo inequivoca das formulas moleculares.

O espectro de massa foi adquirido e processado usando o software Data
Analysis (Bruker Daltonics, Bremen, Germany). Os dados do espectro de massa foram
processados, e as composi¢cdes elementares dos compostos foram determinadas
medindo os valores de m/z. As estruturas propostas para cada formula foram
atribuidas utilizando a base de dados ChemSpider (www.chemspider.com) e também
de acordo com o estudo de Veiga Junior e Pinto (2002). Para a elaboracdo das

estruturas quimicas propostas foi empregado o software ChemWin.

3.2.10 Desenvolvimento e validagao do método de quantificagao do marcador 8-

cariofileno por Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE)

As andlises cromatogréficas foram realizadas em um cromatdgrafo liquido de
alta eficiéncia Waters® (Massachussets, USA), equipado com bomba quaternaria,
injetor automatico, modulo de separacédo €2695, com detector de arrojos de diodos

(PDA 2998), e sistema de processamento de dados, o software Empower 2.0.

3.2.10.1 Determinacéo das condi¢cBes cromatogréaficas

O desenvolvimento do método analitico de quantificagdo do marcador -
cariofileno foi realizado segundo Oliveira et al. (2013), com adaptacbes. A fase
estacionaria utilizada foi uma coluna C18 da ZORBAX Eclipse® (250 x 4,6mm, 5um),
a qual foi mantida a 30°C. A fase mavel utilizada foi acetonitrila (ACN) grau HPLC
acidificada com acido fosférico a 0,2% (solvente A) e agua ultrapura (H20 Milli-Q®)

acidificada com acido fosforico a 0,05% (solvente B), mantidas a uma vazao de


http://www.chemspider.com/
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1,0mL/min sob condicdo gradiente (Tabela 1). O comprimento de onda de leitura foi
de 210nm, o volume de injecdo em todas as analises foi de 10uL e o tempo de analise,

40 min.

Tabela 1- Sistema cromatografico sob condicdo gradiente utilizado no desenvolvimento e
validacao do método para quantificagdo do marcador B-cariofileno por Cromatografia Liquida
de Alta Eficiéncia (CLAE).

Tempo Solvente A Solvente B
(mim) (%) (%)
0 70 30
8 70 30
12 90 10
32 90 10
36 70 30
40 70 30

Legenda: Solvente A- acetonitrila acidificada com acido fosférico a 0,2%; Solvente B- agua ultrapura
acidificada com &cido fosférico a 0,05%.

Todas as solucdes, amostras e padréo, foram preparadas em ACN (75% v/v)
grau HPLC, as quais foram filtradas em membrana de 0,45um (Millex®- Millipore)
antes de serem injetadas. A fase movel também foi filtrada em membrana fluoreto de
polivinilideno (PVDF) de 0,45um (Millipore).

Os picos cromatograficos correspondentes ao B-cariofileno nas amostras foram
identificados pela comparacdo dos tempos de retencéo e dos espectros de UV dos
mesmos com o padréo de referéncia, e a quantificacdo ocorreu pela integracdo das

areas dos picos.

3.2.10.2 Adequabilidade do sistema (system suitability)

Os testes de adequabilidade do sistema system suitability séo parte integrante
dos métodos de cromatografia liquida. S&o aplicados com a finalidade de verificar se
a resolucao e a reprodutibilidade do sistema cromatografico estdo adequadas para as
analises a serem realizadas (BRASIL, 2010).

Os parametros de system suitability resolucéo (Rs), fator de cauda (FT) e

namero de pratos tedricos da coluna (N) foram avaliados conforme as especificacdes
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do guia de validacdo de métodos cromatograficos da Food and Drug Administration-
FDA (Tabela 2) (CDER, 1994; RIBANI et al., 2004).

Tabela 2- Parametros e especificacdes do system suitability utilizados para verificar a
resolucdo e a reprodutibilidade do sistema cromatografico.

Parametros Especificacoes

Resolucao (Rs) Rs> 2 entre 0 pico de interesse e 0
interferente  potencial mais préximo
(impureza, produto de degradacéo ou
outras substancias).

Fator de calda (TF) TF< 2

Numero de pratos tedéricos da coluna (N) Em geral deve ser > 2000 para CLAE

Fonte: CDER (1994); Ribani et al. (2004).

3.2.10.3 Validagdo da metodologia analitica

A validacdo da metodologia analitica foi realizada conforme a Resolu¢do 899
da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (BRASIL, 2003) para Categoria I,
referente aos testes quantitativos para a determinacédo do principio ativo em produtos
farmacéuticos ou matérias-primas.

Os seguintes parametros foram avaliados: especificidade, linearidade, limite de
quantificacdo e deteccgéo, precisdo, exatidao e robustez.

A especificidade do método foi avaliada pela comparacdo entre o0s
cromatogramas do padrao B-cariofileno, da amostra (OR de Copaifera spp.) e do
diluente (ACN 75% v/v grau HPLC) a 210nm, e também pelos espectros UV do pico
do marcador B-cariofileno, no padrao e na amostra, para verificar se houve co-eluicao.

A linearidade do método, para o padrao B-cariofileno e para a amostra de OR
de Copaifera spp., foi verificada pela obtencdo de uma curva padrdao média, pelo
método dos minimos quadrados, feita a partir de trés curvas padrao com cinco pontos
de diferentes concentracdes usando-se o software Excel 2013 (Microsoft Office, USA).

Para o padrao B-cariofileno a concentracdo dos pontos foram de 0,160; 0,250;
0,330, 0,400 a 0,500mg/mL e para a amostra de OR de Copaifera spp. foram de 1,23;
1,44;1,64; 1,85 a 2,05mg/mL. O valor do coeficiente de correlacéo (r) da curva padrao

foi usado como parametro de aceitagdo da linearidade do método. A curva padréo
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média encontrada do padrao B-cariofileno foi utilizada para a quantificacdo do B-
cariofileno na OR de Copaifera spp.

Os limites de deteccdo (LD) e quantificacdo (LQ) foram determinados
relacionando-se trés curvas padréo e a curva média da OR de Copaifera spp., por
meio das Equacdes 2 e 3, respectivamente.

Equacéao 2:

LD=DPa.3/IC (2)

Em que: LD= limite de detecgéo.

DPa= desvio padrdo do intercepto com o eixo do y de 3 curvas de
calibracéo construidas.

IC=inclinacdo da curva de calibragao.

Equacéo 3:
LQ= DPa.10/IC 3)
Em que: LQ= limite de quantificacéo.
DPa= desvio padrdao do intercepto com o eixo do y de 3 curvas de
calibracao construidas.

IC = inclinacdo da curva de calibracao.

A precisdo nivel repetibilidade foi verificada por meio de seis determinacdes na
concentracéo de 1,64mg/mL da amostra de OR de Copaifera spp., sendo calculada
por meio do coeficiente de variacdo- CV% (Equacéo 4). Esta analise foi realizada em
um mesmo dia e por um Unico analista. Ja a precisao intermediaria foi conduzida em
dois dias diferentes, por dois analistas distintos, observando-se a concordancia entre
os resultados, a qual foi expressa por meio do coeficiente de variacdo entre os doze
resultados obtidos.

Equacéo 4:

CV(%)= DP/CMD*100 4)
Em que: CV(%)= Coeficiente de Variacao
DP= Desvio Padréo

CMD= Concentracdo Média Determinada

A exatiddo do método foi avaliada a partir de nove determinacdes

contemplando o intervalo linear do procedimento em trés concentracdes diferentes,
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baixa-80%, média-100% e alta-120%, com trés réplicas cada, da amostra de OR de
Copaifera spp. A exatidao foi expressa pela relacdo entre a concentracdo média
determinada experimentalmente e a concentracao tedrica correspondente (Equacéo
5).

Equacéao 5:

Exatiddo=CME/CT*100 (5)
Em que: CME= Concentracdo Média Experimental
CT= Concentracao Tedrica

A robustez foi verificada pela variagdo da temperatura da coluna (28 e 32°C),
da vazao da fase movel (0,98 e 1,02mL/min) e da composicdo da fase movel (solucdo
A- acetonitrila acidificada com &cido fosférico a 0,2%: 68 e 72%). Os resultados
obtidos foram comparados com os resultados de solug¢des analisadas nas condi¢oes
do método desenvolvido (anteriormente descritas-item 3.2.10.1), por meio do

coeficiente de variacdo (CV%).

3.2.11 Co-validacdo da metodologia analitica para o Gleo essencial (OE) de
Copaifera spp.

Os parametros de especificidade, linearidade, bem como precisdo (nivel
repetibilidade e precisdo intermediaria) foram avaliados de acordo com o item
3.2.10.3, com objetivo de analisar a adequacédo da metodologia desenvolvida para
quantificagdo do B-cariofileno nesta matriz.

Para a linearidade do método, a concentracdo dos pontos da amostra de OE
de Copaifera spp. foram de 0,6; 0,7; 0,8, 0,9 a 1mg/mL. Para precisdo (nivel

repetibilidade e precisdo intermediaria) a concentragdo foi de 0,8mg/mL.
3.3 ISOLAMENTO E IDENTIFICAQAO MICROBIANA

3.3.1 Escolha dos animais

Para participacédo no estudo foram selecionadas vacas de aptidao leiteira; de

racas e idades variadas; primiparas ou pluriparas e no maximo com 2/3 do estégio de
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lactacdo; que néo faziam uso de qualquer tipo de medicamentos e aparentemente
saudaveis.

N&o foram incluidas nos experimentos vacas nos primeiros 15 dias e no ultimo
1/3 de lactacdo. Também foi levantado o historico de cada animal com relacdo a
mastite e aquelas com histérico de mastite crénica ndo foram incluidas nas analises.

Para a coleta das amostras de leite, foram escolhidos animais que
apresentaram mastite subclinica de grau lll, pois animais com mastite clinica, quando
detectados, normalmente ja estavam em tratamento, ndo sendo indicado para o

cultivo microbiolégico.

3.3.2 Coleta das amostras de leite

As amostras de leite foram coletadas em trés granjas leiteiras proximas a
cidade de Goiania, em dois periodos distintos, més de agosto/2012, periodo de seca
e més de fevereiro/2013, periodo de chuva. Das trés propriedades, duas realizavam
ordenha mecéanica e uma manual, duas vezes ao dia, com intervalo médio de 10-12
horas.

Antes de iniciar a ordenha, os animais foram submetidos a lavagem dos tetos
com agua e em seguida, ao teste da caneca de fundo escuro ou telada (Figura 4),
para deteccdo de mastite clinica. Os quartos mamarios sem mastite clinica foram
submetidos ao teste de campo CMT (Figura 5), com a finalidade de se detectar a
mastite subclinica grau Ill (ANDRADE et al.,1998; VOLTOLINI et al., 2001). A leitura
e interpretacao dos resultados foram realizadas de acordo com a Tabela 3.

Figura 4- Coleta de leite em caneca de fundo escuro ou telada para detecgdo de mastite
clinica.

Fonte: Proprio autor.
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Figura 5- Bandeja contendo leite e reagente CMT utilizados para deteccdo de mastite

Legenda: CMT- California Mastitis Test.
Fonte: Proprio autor.

Tabela 3- Pardmetro utilizado para interpretacdo dos resultados obtidos pelo teste CMT.

Resultados Leitura
Negativo A mistura permanece fluida, sem precipitacéo.
Fracamente positivo (Grau 1) Apresenta distinta precipitacdo, sem formacéao de gel.

Distintamente positivo (Grau Il)  Apresenta formacéao gelatinosa
Fortemente positivo (Grau llI) Apresenta formacao gelatinosa e umbelizacdo central

Legenda: CMT- California Mastitis Test.
Fonte: Voltolini et al. (2001).

Os tetos dos quartos mamarios diagnosticados com mastite subclinica grau
foram lavados com agua e em seguida realizou-se antissepsia com alcool 70%.
Posteriormente, desprezou- se 0s trés primeiros jatos de leite e coletou-se 10mL de
leite em tubos de vidro esterilizados, os quais foram transportados imediatamente ao
Laboratério de Bacteriologia do Instituto de Patologia Tropical e Saude Publica
(IPTSP) da UFG.

3.3.3 Caracterizacdo fenotipica dos micro-organismos isolados de mastite

bovina subclinica grau Il

De cada amostra semeou-se 100uL de leite em placas contendo agar manitol
salgado e agar MacConkey, as quais foram incubadas em aerobiose a 37°C por 24h.
Também, semeou-se 100uL de leite em placas contendo agar Sabouraud,
suplementado com 0,05% de cloranfenicol, as quais foram lacradas com fita adesiva
e armazenadas em temperatura ambiente (25°C + 2) por 7 dias, para verificar a
proliferacéo de leveduras. Ainda do tubo de coleta, 500uL de leite foram transferidos
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para 4,5mL de &gua peptonada, realizando-se uma diluicdo de 101, da qual retirou-se
o volume de 100uL para semeadura em agar base, suplementado com 5% de sangue
desfibrinado de cavalo (agar sangue), o qual foi incubado em microaerofilia por 24-
48h, de acordo com Winn et al. (2008).

ApGs este periodo, foi realizada a caracterizagdo morfocolonial e isolamento de
colénias. Aquelas obtidas a partir do 4gar manitol salgado e MacConkey foram
repicadas em agar nutriente e incubadas em aerobiose a 37°C por 24h. Ja as obtidas
a partir do agar sangue foram repicadas novamente em agar sangue e incubadas em
microaerofilia por 24- 48h.

Em seguida, foi realizada a caracterizacdo morfotintorial pelo método de
coloracdo de Gram e o teste de KOH a 3%. Apos determinacdo da coloracdo e da
forma bacteriana, as chaves de identificacdo de Baron, Peterson e Finegold (1994)
foram seguidas, e os testes bioquimicos foram feitos de acordo com Winn et al. (2008)
e Brasil (2004) para se chegar a identificacdo em espécie das bactérias isoladas.

Cepas padroes de Staphylococcus aureus ATCC 25923, Pseudomonas
aeruginosa ATCC 27853, Proteus vulgaris ATCC 13315 e Escherichia coli ATCC
8739, cedida pelo IPTSP/UFG, foram utilizadas como controle e confiabilidade dos
resultados obtidos.

ApOs identificacdo dos micro-organismos, estes foram acondicionados em
tubos eppendorf contendo 1mL de caldo Tryptic Soy Broth (TSB), acrescido de 20%
de glicerina, os quais foram congelados em freezer -20°C, para as analises

posteriores.

3.3.4 Anéalise Estatistica

Foi realizada andlise de frequéncia para os dados de caracterizacao fenotipica

de micro-organismos.

3.4 TESTES DE SUSCETIBILIDADES

3.4.1 Atividade antimicrobiana in vitro
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3.4.1.1 Reativagdo dos micro-organismos

Para reativacdo das bactérias, as provenientes do agar manitol salgado e
MacConkey foram descongeladas no mesmo meio de cultura de origem e incubadas
a 37°C por 24h. Em seguida, com uma alca de platina flambada, pegou-se uma colonia
isolada proveniente destes meios de culturas, as quais foram repicadas em agar
nutriente inclinado e incubadas a 37°C, por mais 24h.

As originarias do agar sangue foram descongeladas neste mesmo meio e
incubadas em microaerofilia por 24-48h. Em seguida, uma coldnia isolada foi repicada
novamente em agar sangue e incubada em microaerofilia, por mais 24-48h. Realizou-
se também coloracdo de Gram para confirmacdo das caracteristicas das amostras

reativadas.

3.4.1.2 Determinacao da Concentracao Inibitoria Minima (CIM)

A concentracdo inibitéria minima (CIM) da OR e OE de Copaifera spp. frente
aos micro-organismos isolados foi determinada por meio da técnica de microdiluicdo
em caldo Mueller-Hinton (MH), conforme preconizado pelo Clinical and Laboratory
Standards Institute (CLSI) (CLSI, 2003).

Este teste foi realizado em microplacas estéreis de 96 pogos em forma de “U”,
a qual continha 12 colunas (numeradas de 1 a 12) e 8 linhas (nomeadas de A a H)
(Figura 6).

Figura 6- Microplaca estéril, contendo 96 pocos em forma de “U”, utilizada no teste de
Concentracao Inibitéria Minima (CIM) pelo método de microdiluicdo em caldo Mieller Hinton.

123|456 | 7| 8| 9|10 11|12
2100|0000 0|0|0|0 |00
510000000000 |0|0
c0|0|0|0|0|0O|0|0|0|0|0|0
PIO|O|0|0|0|0|0|0|0|0|0|0
F1O|0|0|0|0|0|0|0|0|0|0|0
FIO]0|0|0|0|0|0|0|0|0|0O|0O
“0/0|0|0|0|O0|0|0|0|0|0|0
110|010 ]0|0|0|0|0|0|0|0|0

Fonte: Amaral; Paula; Paula (2009).
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Para a solucdo da OR de Copaifera spp., pesou-se 0,02g da OR em tubo
esterilizado, acrescentou-se 1mL de dimetilsulfoxido (DMSO) e 2uL de Tween80®.
Depois, 9mL de caldo MH foram adicionados, obtendo-se uma concentracao final de
2000pg/mL.

Posteriormente, foram distribuidos em cada orificio da microplaca 100uL de
caldo MH da coluna 2 a 12, nas linhas de A a H. Na coluna 1, nas linhas de A a G,
foram colocados 200uL de OR de Copaifera spp. na concentragdo de 2000ug/mL e
na linha H, coluna 1, foram colocados 200uL de DMSO diluido a 10% em caldo MH.

Em seguida, foram realizadas as dilui¢ées seriadas, sendo retirados 100uL da
coluna 1 e transferidos para a coluna 2, realizou-se a homogeneizacédo dos orificios
da coluna 2 e sequencialmente 100uL foram retirados e transferidos para a coluna 3,
esse procedimento foi realizado até a coluna 11 de onde foram descartados 100uL.
Na linha H ocorreu a diluicao seriada do DMSO até a coluna 12.

Indculos bacterianos foram suspensos em solucéo salina estéril (NaCl a 0,85%)
até obtencao de turbidez correspondente a 0,5 da escala de McFarland, obtida por
leitura em espectrofotometro a 625nm (0,08 a 0,1 de absorbancia). Em seguida,
realizou-se uma diluicdo de 1:10 em salina a 0,85% de forma a se obter uma
concentragdo de células bacterianas de 107 UFC/mL.

Em cada microplaca adicionou-se trés cepas bacterianas diferentes. Sendo
assim, a distribuicdo de cada indculo ocorreu da seguinte forma: linhas A e B, inéculo
1; linhas C e D, in6culo 2; linhas E e F, inéculo 3. Portanto, cada cepa foi alocada em
duas linhas.

De cada in6culo, 5uL foram adicionados nas linhas correspondentes, porém
nao foram colocados na linha G, porque esta foi a linha destinada para o controle da
esterilidade do meio MH e da OR de Copaifera spp.

A diluicdo final dos in6culos nos pocos ficou na faixa de 5 x 10° UFC/mL ou 5 x
10* UFC/ poco. A linha H serviu como controle do DMSO e a coluna 12 como o
controle do crescimento microbiano, ou seja, ndo recebeu OR de Copaifera spp., mas
recebeu-se meio de cultura e inéculo (viabilidade da cepa).

A Figura 7 apresenta esquematicamente o método de microdiluicdo em caldo
descrito anteriormente, bem como a concentracao da OR e do OE de Copaifera spp.

em cada poco.
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Figura 7- Esquema da técnica de microdiluicdo em caldo MH para teste de atividade
antimicrobiana da oleorresina (OR) e do éleo essencial (OE) de Copaifera spp. frente as
bactérias isoladas de amostras de leite de vacas com mastite subclinica grau lll. As cores
diferentes nas duplas de linhas de A a F indicam inéculos diferentes.
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Fonte: Amaral; Paula; Paula (2009).

Para as bactérias fastidiosas o0 meio MH foi suplementado com sangue lisado
de cavalo (SLC) a 5 %, de acordo com CLSI (2003).

Para o preparo do SLC a 5%, o sangue desfibrinado de cavalo foi congelado e
descongelado por sete vezes até ficar totalmente lisado. Posteriormente, misturou-se
assepticamente, volumes iguais de SLC e agua destilada esterilizada, obtendo-se
SLC a 50%. Logo, centrifugou-se duas vezes o SLC a 50% a 12.000 rota¢cBes por
minuto (rpm), durante 20 min.

Em seguida, acrescentou-se 5uL do sobrenadante de SLC a 50% ao caldo MH,
obtendo-se uma concentracao final de SLC a 5%. O SLC foi acrescentado antes da
inoculacdo dos micro-organismos, de maneira a evitar diluicdo adicional do agente
antimicrobiano nas microplacas.

Por fim, as microplacas foram incubadas a 37°C por 24h e, para 0s organismos
fastidiosos, foram incubados em microaerofilia por 24h. Aproximadamente 1 hora
antes de completar o periodo de incubacdo acrescentou-se nos pogos das

microplacas 20uL de cloreto de trifenil tetrazolium (TTC) a 0,5% e as microplacas
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foram novamente incubadas por mais 30 min. Em seguida, realizou-se a de leitura. O
aparecimento de coloracéo vermelha era indicativo de crescimento bacteriano.

A concentracao inibitéria minima foi considerada a menor concentracao da OR
de Copaifera spp. capaz de inibir o crescimento bacteriano. De acordo com Holetz et
al. (2002), a atividade antimicrobiana é considerada boa quando a amostra apresenta
CIM=100ug/mL, moderada 100<CIM<500ug/mL, fraca 500<CIM< 1000pg/mL e
inativa CIM>1000ug/mL.

O mesmo procedimento foi realizado para o OE de Copaifera spp.

3.4.1.3 Verificacdo da atividade antimicrobiana in vitro de trés formulacdes

fitoterapicas a base de Copaifera spp.

As bases galénicas utilizadas foram creme emulséo do tipo catidnica, anidnica
(Lanette®) (Anexo B) e nao-ibnica (Polowax®), (Anexo C) as quais continham
conservantes antimicrobianos (Nipagin® e Nipazol®) (Anexo D e E). Essas bases
foram adquiridas na Therapéutica Pharmacia de Manipulacdo® localizada na cidade
de Goiania.

O procedimento experimental para realizacdo desta analise ocorreu em 2
etapas:

e Etapa 1: Incorporacao da matéria-prima vegetal nas bases galénicas (cationica,
nao-idnica e anidnica).

A producdo magistral ocorreu na Therapéutica Pharmacia de Manipulacdo®.

Foi incorporado 20% de material vegetal em cada base galénica, de acordo com a

Formula (1).
Férmula (1):
Material Vegetal (20%0) ----------=-=====mmnmmmmemmn- 10g
Base galénica (80%) ------------------------- g.s.p 50g

Primeiramente, pesou-se em um gral 40g de base galénica, em seguida,
adicionou-se 10g do material vegetal e, com auxilio do pistilo e do pao-duro, manteve-
se uma agitacdo rapida e constante para homogeneizar os mesmos. Este

procedimento foi realizado para cada base galénica.
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As formulacdes fitoterapicas a base de Copaifera spp. foram acondicionadas
em frascos plasticos, opacos e mantidos a temperatura ambiente. Em relacdo aos
controles (bases galénicas sem a matéria-prima vegetal), também foram
acondicionados em frascos plasticos, opacos e mantidos a temperatura ambiente.

e Etapa 2: Antibiograma

O teste de antibiograma foi realizado pelo método de difusdo em agar MH de
acordo com Winn et al. (2008), no Laboratério de Bacteriologia do IPTSP/UFG. Foram
testadas 42 cepas bacterianas dentre as amostras identificadas, e as mesmas foram
descongeladas e reativadas de acordo com o item 3.4.1.1.

Primeiramente preparou-se os inéculos bacterianos em solucdo salina estéril
(NaCl a 0,85%) até obter-se uma turbidez correspondente a 0,5 da escala de
McFarland, a qual foi obtida por leitura em espectrofotémetro a 625nm (0,08 a4 0,1 de
absorbancia). Em seguida, os mesmos foram semeados com swab estéril sobre a
superficie do agar MH.

Posteriormente, com ponteiras esterilizadas e utilizadas uma Unica vez, as
formulacgbes fitoterapicas foram depositadas na superficie do agar MH, sendo o
mesmo procedimento feito para os controles. Também, foi depositado sobre a placa

um disco contendo antibiético gentamicina (10ug) (Figura 8).

Figura 8- Deposicao das formulacdes fitoterapicas a base de Copaifera spp., dos controles e
do antibi6tico gentamicina sobre o meio Mueller-Hinton (MH).

Fonte: Préprio autor.

Para evitar interferéncias entre os possiveis halos de inibi¢cdo, foi mantida uma
distancia aproximadamente de 40mm entre as formulacdes fitoterapicas, os controles

e 0 antibidtico gentamicina (Figura 9).
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Figura 9- Esquema de montagem do teste de antibiograma nas placas Petri contendo agar
Mueller-Hinton (MH).

Controles

Gentamicina

Formulacdes
fitoterapicas a
base de
Copaifera spp.

Legenda: Controles- C: catibnica; NI: ndo-ibnica; A: anibnica; G: Gentamicina; Formulacoes
fitoterapicas a base de Copaifera spp.- FT-C: formulacéo fitoterapica utilizando base galénica
catibnica; FT-NI: formulacdo fitoterdpica utilizando base galénica nao-ibnica; FT-A: formulacéo
fitoterapica utilizando base galénica anibnica.

Em seguida, as placas foram incubadas a 37°C, e ap0s 24h de incubacéo foi
realizada a leitura. Para as formulactes fitoterapicas e o controle, foi considerado
sensivel a presenca de qualquer tamanho de halo de inibicdo. Ja para o antibiético

gentamicina, a leitura foi feita de acordo com CLSI (2008).

3.4.2 Anédlise estatistica

Foi realizada analise de frequéncia para os dados da atividade antimicrobiana
da OR e do OE de Copaifera spp. frente as bactérias isoladas.

Para a comparacéo da melhor atividade antimicrobiana entre a OR e o OE de
Copaifera spp. utilizou-se o teste nao-paramétrico Wilcoxon pelo procedimento
NPAR1IWAY do SAS a 5% de significancia.

3.5 TESTESIN VIVO
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3.5.1 Producado magistral da formulacao fitoterdpica a base de Copaifera spp.

para aplicagao in vivo

A producdo magistral da formulacéo fitoterapica a base de Copaifera spp. foi
realizada na Therapéutica Pharméacia de Manipulacdo®, dois dias antes da aplicacdo
intramamaria.

Também foi incorporada na base galénica 20% da matéria-prima vegetal, e 0
modo de preparo foi realizado de acordo com o item 3.4.1.3, porém utilizou-se agitador
mecanico para homogeneizar as mesmas, ja que a quantidade preparada foi maior.

Em seguida, a formulacao fitoterapica a base de Copaifera spp. foi envasada
em seringa para uso de medicamento intramamario em bovino (Figura 10) na
guantidade de 11g. O mesmo procedimento foi adotado para o controle, base galénica
sem a matéria-prima vegetal. Posteriormente, todas seringas foram armazenadas em

caixa de isopor e mantidas a temperatura ambiente para posterior aplicagéo.

Figura 10- Seringa para uso de medicamento intramamario em bovino.

Fonte: Injeblow Industria e Comércio Ltda (2013).

3.5.2 Aplicacao intramamaria e avaliacao preliminar de formulacdao fitoterapica

contendo Copaifera spp.

Para realizac&o do teste in vivo, o projeto foi aprovado pela Comisséo de Etica
no Uso de Animais (CEUA) da UFG, com o protocolo de n. 063/12 (Anexo F), sendo
0 “n” proposto, 30 animais.

Os experimentos foram realizados na Fazenda Escola da UFG, com
autorizacdo do responsavel pelo rebanho, o qual assinou o Termo de Consentimento

Livre e Esclarecido (TCLE), preconizado pelo CEUA/ UFG (Apéndice A).
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Primeiramente, as vacas leiteiras foram submetidas a lavagem dos tetos com
agua e em seguida, ao teste da caneca de fundo escuro ou telada. Apds, foi feita
antissepsia pelo método de pré-dipping (Figura 11) com solucdo a base de iodo e em

seguida, os tetos foram secados com toalha de papel descartavel.

Figura 11- Antissepsia do teto de vacas leiteiras com solucdo iodada (pré-dipping).

Fonte: Proprio autor.

Posteriormente, dois jatos de leite foram desprezados, e amostras de leite
foram colhidas para realizacdo do teste de campo CMT, com a finalidade de detectar
a mastite subclinica grau Ill (ANDRADE et al.,1998; VOLTOLINI et al., 2001). Apés o
teste, os animais foram ordenhados.

Dos animais diagnosticados com mastite subclinica grau lll, realizou-se outra
antissepsia com alcool 70% e, em seguida, coletou-se amostras de leite para
avaliagdo microbiologica de acordo com o item 3.3.3. e, efetuou-se as aplicacdes
intramamarias (Figura 12A) da formulacgéo fitoterapica a base de Copaifera spp. e do

controle.

Figura 12- Teste in vivo: A: Aplicacdo intramamaria da formulacdo fitoterpica a base de
Copaifera spp. e do controle; B: Massagem pos-aplicagao.

Fonte: Préprio autor.
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Apés as aplicagles, era realizada uma massagem no teto, no sentido vertical
(Figura 12B), para que os mesmos pudessem chegar até a cisterna da glandula
mamaria e, por fim, realizou-se antissepsia do teto com solucdo de glicerina iodada
(pGs-dipping).

A granja leiteira adotava o sistema de ordenha mecénica, duas vezes ao dia,
com intervalo médio de 10-12 horas. Todas as aplicagBes intramamarias foram
realizadas sempre apos a ultima ordenha. Os animais foram avaliados clinicamente,

todos os dias, tendo sido proposto sete aplicacdes.

3.5.3 Determinacédo do teor de B-cariofileno na formulagéo fitoterapica a base

de Copaifera spp.

Para a determinacao do teor de -cariofileno na formulacgéao fitoterapica a base
de Copaifera spp. foi co-validado o método de quantificacdo de [B-cariofileno por
CLAE.

Os parametros de especificidade, linearidade, bem como de precisdo
(repetibilidade e precisdo intermediaria) foram avaliados de acordo com o item
3.2.10.3, com o objetivo de analisar a adequacao da metodologia desenvolvida para
quantificacdo do B-cariofileno nesta matriz.

Para a linearidade do método, a concentracdo dos pontos da formulacéo
fitoterapica a base de Copaifera spp. foram de 6,43; 7,20; 7,97; 8,74 a 9,60mg/mL. Ja
para precisdo (nivel repetibilidade e precisdo intermediaria) a concentracdo foi de
7,97mg/mL.



Resultados e

Discussdao
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO
4.1 CARACTERIZACAO DA OLEORRESINA (OR) DE Copaifera spp.

Foram realizados varios testes para caracterizacdo da OR de Copaifera spp. e

os resultados estdo no Quadro 1.

Quadro 1- Resultados da caracterizacdo da oleorresina (OR) de Copaifera spp.

Testes

Especificacbes

Resultados

Caracterizacao
organoléptica*

Aspecto: liquido
transparente, mais ou menos
espesso;

Cor: amarelo claro a amarelo
pardo, pouco ou nao
fluorescente;

Odor: cheiro forte, aromatico
e especial;

Sabor: acre persistente, um
pouco amargo e balsamico*.

Aspecto: liquido transparente,
mais espessa;

Cor: amarelo claro nao
fluorescente;

Odor: cheiro forte e aromatico;

Sabor: acre persistente, pouco
amargo.

Anélise de
solubilidade*

Dissolve-se completamente
no cloroférmio e no éter de
petréleo, formando solucdes
limpidas.

Soluvel no alcool etilico
absoluto, alcool amilico, éter
etilico e sulfureto de carbono,

formando solucdes
levemente opalescentes e,
insolavel em agua.

Ao dissolver 1mL de OR de
copaiba em 8mL de éter de
petréleo, deve- se formar
precipitado flocoso branco*.

Dissolveu completamente no
cloroférmio e no éter de
petréleo, formando solu¢des
limpidas.

Soluvel no alcool etilico
absoluto, alcool amilico, éter
etilico e sulfureto de carbono e
insoltvel em agua.

Ao dissolver 1mL de OR de
copaiba em 8mL de éter de
petréleo, formou- se
precipitado flocoso branco.

Densidade 0,940 a 0,995 a 25°C *. 0,984 a 25°C
relativa*
Densidade de 0,982g/mL a 25°C
massas
Viscosidade 118 mPa.s
Teor de >40% *. 41,60 % + 0,208
esséncias*

Legenda: IA: Indice de Acidez; *Farmacopeia Brasileira (BRASIL, 1926); **Biavatti et al. (2006).
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Quadro 1 (continuacdo)- Resultados da caracterizacdao da oleorresina (OR) de Copaifera
spp.

Testes Especificacbes Resultados
N&o deve-se formar N&o formou pequenas gotas
Auséncia de pequenas gotas oleosas oleosas dispersas no liquido,
parafina* dispersas no liquido, mesmo mesmo apoés 1 hora.
apos 1 hora *.
Auséncia de N&o deve-se produzir N&o produziu gelatinizacao.
oleo fixo* gelatinizacéo *.
N&o deve-se desprender N&o desprendeu cheiro de
Auséncia de cheiro de terebintina e o terebintina e o residuo néo
terebintina* residuo ndo deve conter conteve cristais.
cristais *.

N&o deve- se formar zona N&o formou zona avermelhada
Ausénciade | avermelhada na superficie de na superficie de separacdo
balsamo de separacao dos liquidos, nem | dos liquidos, nem estes, sendo

gurjun* estes, sendo misturados por misturados por agitacao
agitacdo devem tomar cor tomou-se cor vermelha ou
vermelha ou purpura*. purpura.
IA (mg
KOH/g)** 9,5-45,8mg KOH/g 47,23 mg KOH/g + 0,115

Legenda: IA: indice de Acidez; *Farmacopéia Brasileira (BRASIL, 1926); **Biavatti et al. (2006).

4.1.1 Caracterizacao organoléptica

A analise do aspecto visual, sabor, odor e da percep¢do ao tato da matéria-
prima vegetal € o meio mais simples e rapido de verificar alguns parametros de
qualidade, principalmente de identidade e pureza. Ao apresentar caracteristicas
diferentes das estabelecidas, considera-se que o material vegetal ndo preenche os
requisitos necessarios, sendo portanto rejeitada (FARIAS, 2010).

Portanto, a OR de Copaifera spp. adquirida estava de acordo com o0s
parametros organolépticos preconizados por Brasil (1926), a qual apresentou-se como
um liquido transparente, mais espessa, de cor amarelo claro, sem fluorescéncia, com
cheiro forte e aromatico (Quadro 1).

Os parametros organolépticos estabelecidos de um material vegetal, no
entanto, dependendo da forma de cultivo, dos fatores ambientais como solo,
condi¢cbes climaticas, época e local de coleta, espécie, entre outros, podem sofrer
alteracdes. Sendo assim, variacbes nas caracteristicas organolépticas da OR de
copaiba nem sempre significam que a amostra se encontra adulterada ou né&o

preencha os requisitos necessarios estabelecidos.
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Silva et al. (2012) demonstraram que a espécie Copaifera reticulata produziu
uma OR de aspecto liquido, fino, odor fraco e de coloragdo amarelo-dourada (73,3%
das arvores), mas com variacdes de amarelo-média (16,7%) a amarelo-clara (10%).
Alencar (1982) sugere que, além da espécie de copaiba, as caracteristicas do local
de crescimento das arvores, como granulometria do solo, podem afetar a coloracao
da OR.

Com relacdo a coloracdo, Rigamonte-Azevedo et al. (2004) sugerem que
arvores maiores, talvez mais velhas, produzam OR de coloracdo mais escura. Isto
implica que a tonalidade da OR também pode estar relacionada a competicdo com
outras arvores, como densidade de individuos em ambientes de floresta aberta ou
densa, e a idade da copaibeira. Entretanto, essas informa¢des ndo séo conclusivas,
tendo a necessidade de mais estudos para verificar estas hipéteses.

A OR de Copaifera spp. em estudo também apresentou sabor acre persistente
e pouco amargo, estando de acordo Brasil (1926) (Quadro 1). Segundo Souza (2010),
a avaliacdo do aspecto sabor da OR € de extrema valia, devendo ser realizada por
pessoas treinadas; € uma das formas de identificar os morfotipos das copaibeiras em
campo. Desse modo, o morfotipo copaiba angelim-branco apresenta sabor mais
suave e com consisténcia mais viscosa, enquanto copaiba mari-mari € mais liquida e
possui sabor mais amargo.

Por fim, segundo Burt (2004), variacdes no perfil organoléptico dos éleos indica
diferencas na composicdo quimica dos mesmos, o que pode influenciar em suas
propriedades farmacoldgicas. Logo, se a coleta da OR de copaiba fosse realizada de
forma padronizada, levando-se em consideracao os fatores ambientais e genéticos,
valorizaria caracteristicas intrinsecas de cada espécie e agregaria maior valor a
matéria-prima vegetal, pois permitiria melhor comercializacdo do produto por parte das

comunidades extrativistas.

4.1.2 Analises paraverificar adulteracdes na oleorresina (OR) de Copaifera spp.

A variabilidade dos componentes da OR de copaiba € muitas vezes atribuida a
mistura com Oleos de diferentes espécies botanicas, como balsamo de gurjum e com
Oleos da espécie Calophyllum, os quais possuem densidade e aroma semelhantes.
Também se atribui a essa variabilidade, adultera¢cdes pela mistura com outros tipos

de 6leos de menor valor agregado, para aumentar o volume e, consequentemente, o
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rendimento da mesma (VEIGA JR; PATITUCCI; PINTO, 1997; VEIGA JUNIOR;
PINTO, 2002).

Logo, os resultados mostraram que a OR de Copaifera spp. avaliada neste
trabalho ndo estava adulterada com parafina, Oleos fixos, resina de terebintina e
balsamo de gurjum, estando dentro dos critérios preconizados por Brasil (1926)
(Quadro 1).

4.1.3 Analise de solubilidade

O teste de solubilidade realizado auxiliou na avaliagdo da qualidade da OR de
copaiba. O resultado obtido estava de acordo com 0s parametros preconizados por
Brasil (1926), pois a OR de Copaifera spp. dissolveu-se completamente no cloroférmio
e no éter de petréleo (propor¢do de 1:1), o que resultou em solugdes limpidas. A OR
foi também soluvel no alcool etilico absoluto, alcool amilico, éter etilico, sulfureto de
carbono e insollvel em agua. Outro parametro avaliado foi a formacao imediata de
precipitado flocoso branco ao dissolver 1mL de OR de copaiba em 8mL de éter de
petréleo (proporcédo 1:8), 0 que ocorreu no presente estudo (Quadro 1).

A OR de copaiba é constituida de sesquiterpenos (fracdo volétil de
caracteristica apolar) e diterpenos (acidos diterpénicos de caracteristica polar). Na
proporcao de 1:1, de OR de Copaifera spp. e éter de petroleo, a OR de copaiba estava
mais concentrada e isso permitiu que os compostos de baixa polaridade contribuissem
com a solubilizacdo dos compostos de maior polaridade, o que resultou na
solubilidade total da OR de copaiba. Ja na proporcao de 1:8, de OR de Copaifera spp.
e éter de petréleo, a OR de copaiba estd menos concentrada, logo a fracdo de baixa
polaridade da OR de copaiba nédo contribuiu com a solubilizacdo dos compostos de
maior polaridade, os quais precipitaram. Assim, estes dois resultados puderam ser
observados neste trabalho, os quais estéo de acordo com Brasil (1926).

De acordo com Castro et al. (2012) e Vasconcelos e Godinho (2002), o teste
de solubilidade da OR de copaiba nos solventes etanol e éter de petrdleo € uma forma
de verificar se 0 material vegetal esta sendo adulterado com triacilglicerideos (6leos
graxos). Os terpenos sdo soluveis em solventes polares como o etanol e pouco
sollveis em solventes apolares como o éter de petréleo. Os triacilglicerideos, no
entanto, sdo insollveis em etanol e totalmente soltveis em éter de petréleo. De acordo

com os resultados obtidos conclui-se que a OR de estudo ndo estava adulterada por
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triacilglicerideos, pois houve solubilizagdo no etanol. Ao adicionar maior propor¢ao de
éter de petroleo (1:8), houve precipitacdo da fracédo polar da OR de Copaifera spp., 0
gue indica que, se tivesse trialcilglicerideos, estes influenciariam na solubilizacdo dos

compostos de maior polaridade e ndo haveria precipitacao.

4.1.4 Determinacéo da densidade relativa e de massa

O valor da densidade relativa da OR de copaiba segundo Brasil (1926) € de
0,940 a 0,995 a 25°C. Logo, a OR avaliada estava dentro das especificacbes, com
valor de 0,984 a 25° C (Quadro 1).

Ja a densidade de massa a 25°C, a qual foi calculada de acordo com Brasil
(2010), teve o valor de 0,982g/mL (Quadro 1), o que esta dentro da faixa descrita na
literatura para OR de copaiba, como por exemplo, o estudo de Silva et al. (2012), em
que a densidade média da OR da espécie Copaifera reticulada foi de 0,980 g/cm3. Ja
no trabalho de Freire et al. (2011), foi encontrada densidade média da espécie

Copaifera paupera de 0,9534g/mL, valor proximo ao encontrado no presente estudo.

4.1.5 Determinacédo da viscosidade

A viscosidade da OR de copaiba pode variar mediante a proporcao da fracédo
volatil e resinosa presente no material vegetal, ou seja, quanto maior a proporcédo de
resina maior sera a viscosidade. Em contrapartida, quanto maior a propor¢do da
frac&o volatil, menor seréa a viscosidade (AMARAL; SIMOES; FERREIRA, 2005).

No presente estudo, a viscosidade apresentada pela OR foi de 118 mPa.s.
(Quadro 1). No trabalho de Silva et al. (2012), a viscosidade das OR da espécie
Copaifera reticulada variaram entre as areas de coleta, de 14 a 170 Pa.s, tendo o valor
médio de 82,27 Pa.s. Logo, o resultado do presente trabalho foi acima desse valor
meédio. Acredita-se que as variacdes fisicas da OR sdo decorrentes de atributos
genéticos e ambientais (ALENCAR, 1982).

De acordo com Rigamonte-Azevedo et al. (2004), ha tendéncia das OR de
baixa viscosidade serem limpidas e as de alta viscosidade serem opacas, dados
diferentes do encontrado no presente estudo, em que a OR de copaiba apresentou
caracteristica mais espessa e limpida (Quadro 1). J& em relagdo ao tamanho das

arvores, esses mesmos autores observaram tendéncia das menores apresentarem
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Oleos de baixa viscosidade e as maiores, de alta viscosidade. Outro fator é que,
através do conhecimento empirico de extrativistas do Estado do Acre pode-se
relacionar a viscosidade das OR com o tipo de copaiba, ou seja, a copaiba branca e
amarela produzem o6leos de baixa viscosidade; a vermelha, média viscosidade e a

preta, alta viscosidade.

4.1.6 Indice de Acidez (IA)

O IA é a massa de hidréxido de potassio, em miligramas, gasta na neutralizacédo
dos &cidos livres presentes em um grama de amostra de 6leo (BRASIL, 2010). Assim,
o IA da OR de Copaifera spp. deste trabalho foi de 47,23 mg KOH/g = 0,115.

De acordo com a metodologia proposta por Vasconcelos e Godinho (2002),
Biavatti et al. (2006) realizaram-se o IA para 7 amostras de OR de copaiba, das quais
algumas eram comerciais e outras auténticas e, os dados do IA variaram de 9,5 a 45,8
mg KOH/g, resultado préximo ao encontrado neste trabalho (Quadro 1).

Embora o método descrito por Vasconcelos e Godinho (2002) seja classico e
de baixo custo, o qual possibilita investigar adulteracfes grosseiras de OR de copaiba,
Biavatti et al. (2006) sugerem que o mesmo seja avaliado, contemplando um namero
maior de amostras, antes de ser sugerido como método para controle de qualidade
de OR de copaiba.

De acordo com o estudo realizado por Souza (2010), h& caracteristicas fisico-
quimicas (IA) distintas para cada espécie e ainda variacao entre individuos de
copaibeiras. Sendo assim, acredita-se que os valores do |IA do método proposto deve
ser padronizado, levando-se em consideracdo a época e local de coleta da OR, a
espécie, formas de cultivo, condi¢des climaticas, solo, entre outros.

Segundo Silva et al. (2012), a variabilidade das caracteristicas fisico- quimicas
indica que cada arvore deve ser analisada separadamente, e que grupos de arvores
com caracteristicas similares também devem ser manejados separadamente. Esse
manejo pode agregar valor ao produto, mesmo considerando que 0 manejo e
exploracdo das arvores de forma separada aumentam 0s custos.

Caracteristicas distintas também podem propiciar diferentes utilizacdes
industriais das OR. Uma OR mais fina, de baixa viscosidade e baixa acidez tem maior
fracdo de Oleos essenciais, a qual pode ser destinada as industrias farmacéuticas ou

utilizada como fixador de perfumes em empresas de cosmeéticos. Em contrapartida,
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as mais espessas, mais densas e mais acidas, podem ser empregadas em industrias
de cosméticos, para a fabricacdo de sabonetes, xampus e condicionadores (SILVA et
al., 2012; SOUZA, 2010).

4.1.7 Obtencéo do 6leo essencial (OE) de Copaifera spp.

O rendimento médio do processo de obtencdo do OE de copaiba foi de 41,60%
(v/v) £ 0,208 em relacdo ao volume inicial de OR de Copaifera spp., o qual se
encontrava dentro das condicbes de Brasil (1926) (Quadro 1). Levando-se em
consideracdo o rendimento médio da fracdo volatil, sugere-se que a proporcao de
resina da OR de estudo era maior do que de fracdo volatil.

O percentual de OE obtido a partir da OR de copaiba foi muito superior ao
encontrado no estudo realizado por Alencar (2013), em que o OE de copaiba extraido
pelo método de hidrodestilagdo apresentou um rendimento de aproximadamente 10%
em relacdo a OR utilizada para extracdo. Sendo assim, sugere-se que 0s parametros
utilizados na metodologia de extracdo foram adequados para obtencdo de um
rendimento na extracdo de OE a partir de OR de copaiba.

Segundo Silva (2006), variacdes discrepantes no rendimento dos OE estao
relacionadas com a época de coleta, uma vez que a producdo destes Oleos varia

durante o ciclo vegetativo e com o tipo da espécie em estudo.

4.1.8 Analise quimica da fracao voléatil da oleorresina (OR) de Copaifera spp.

A constituicdo quimica do OE de Copaifera spp. obtida pelo processo de
extracdo por hidrodestilagdo em aparato tipo Clevenger esta descrita na Tabela 4, a
qual foi semelhante aos encontrados por varios autores (CASCON; GILBERT, 2000;
DEUS; ALVES; ARRUDA, 2011; VASCONCELOS et al. 2008, VEIGA JUNIOR et al.
2007).

De acordo com a Tabela 4 foi possivel identificar varios sesquiterpenos, sendo
que todos (96,14%) eram hidrocarbonetos, e os compostos nao identificados
somaram 3,84%. Segundo os estudos de Cascon (2004), os sesquiterpenos
hidrocarbonetos de duas espécies analisadas representaram cerca de 80% das OR,

valor inferior ao encontrado neste estudo. De acordo com o autor, variagcoes
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quantitativas das analises quimicas podem estar relacionadas com as fases de

crescimento do vegetal e com as variagdes das condigdes ambientais.

Tabela 4- Composicado quimica do 6leo essencial (OE) de Copaifera spp. analisada por
cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas (CG/EM).

Constituintes Kl (indice de % Relativa dos
Kovats) constituintes do 6leo
essencial
Sesquiterpenos hidrocarbonetos
0- elemeno 1338 0,27
a- cubebeno 1348 3,80
a- copaeno 1376 33,61
- cubebeno 1388 1,44
B- elemeno 1390 2,14
Cipereno 1398 0,21
- cariofileno 1419 35,03
y- elemeno 1436 0,60
a- trans- bergamoteno 1434 1,33
a- humuleno 1454 4,33
Aromadendreno 1460 2,23
y- muuroleno 1479 0,61
cadina-1(6),4 diene<cis> 1463 1,11
a-muuroleno 1500 0,34
B-bisaboleno 1505 0,40
y-cadineno 1513 2,46
o-cadineno 1523 4,18
a-cadineno 1538 0,18
Germacrene B 1561 1,89
96,16
Sesquiterpenos oxigenados

Compostos néao identificados 3,84
TOTAL 100

O constituinte majoritario encontrado foi o 3-cariofileno com 35,03%, seguido
de a-copaeno com 33,61%, a-humuleno com 4,33% e &-cadineno com 4,18%. Esse
dado corrobora com o trabalho de Cascon e Gilbert (2000), em que predominou [3-
cariofileno, principal componente, seguido de a-copaeno. No trabalho de Veiga Junior
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et al. (2007), para trés espécies estudadas também obteve-se [(-cariofileno como
constituinte majoritario, seguido de a-humuleno, a-copaeno, a-bergamoteno, ©&-

cadineno.

4.1.9 Identificagcdo dos diterpenos presentes na oleorresina (OR) de Copaifera
Spp. por espectrometria de massas com ionizagcao por electrospray de
ressonancia ciclotrénica de ions por transformada de Fourie (ESI FT-ICR
MS)

Electrospray (ESI) € uma técnica de ionizacdo a pressdo atmosférica, de
espectrometria de massas, e € obtida pelo fluxo de fase mével que atravessa um
capilar de pequeno diametro alimentado com uma diferenca de potencial de KV. O
campo elétrico € obtido pela aplicacdo de uma diferenca de potencial de 2 a 5 KV que
induz o acumulo de carga na superficie do liquido no final do capilar, formando
goticulas carregadas. Assim, a gota sendo formada na ponta do capilar estara
enriquecida por ions positivos ou negativos, dependendo do potencial aplicado (DINIZ,
2011; MORAES; LAGO, 2003).

A medida que a densidade de carga € aumentada na gota, presa a ponta do
capilar, o campo elétrico formado entre o capilar e o contra-eletrodo aumenta,
provocando uma deformacdo na gota. A gota ganha forma de um cone, o qual é
denominado de cone de Taylor. Quando a densidade de carga supera a tensao
superficial, a gota se desprende do capilar subdividindo-se. A frequéncia deste Ultimo
processo depende da magnitude do campo elétrico, da tensao superficial do solvente
e da condutividade da solucdo. Como resultado final, os ions tornam-se
completamente dessolvatados. Pode-se presumir que ESI envolve apenas o
rompimento gradual de interagcbes ndo covalentes, principalmente a remocéo de
moléculas de solventes (DINIZ, 2011).

Como os analisadores dos espectrometros de massas hdo analisam massa
propriamente, mas sim, a razao massa/carga (m/z) dos ions, o espectro de massas
de macromoléculas biologicas corresponde a distribuicdo de sinais consecutivos que
correspondem a populacdes de ions com diferentes cargas obtidas por protonagao
[M+ zH]** ou cations (modo positivo-ESI(+)); ou desprotonacdo [M- zH]* ou anions
(modo negativo-ESI(-)) (CROTTI et al., 2006; DALMASCHIO, 2012).
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Através desse método de ionizagdo moléculas de baixo ou alto peso molecular,
alta polaridade e complexidade estrutural podem ser facilmente analisadas por
espectrometria de massas (PEREIRA, 2013). Portanto, a implementacéo de uma fonte
de ESI é relativamente simples, comparando-se com outras fontes para
espectrometria de massas (MORAES; LAGO, 2003).

A Figura 13 demonstra o espectro de massas, no modo negativo-ESI(-), dos
compostos presentes na amostra de OR de Copaifera spp. Ja a Tabela 5 contém as
férmulas moleculares estimadas do ESI(-) FT-ICR MS e os diterpenos presentes na

mesma.

Figura 13- Espectro de massas, no modo negativo, por espectrometria de massas com
ionizacdo por electrospray de ressonancia ciclotrénica de ions por transformada de Fourie-
ESI(-) FT-ICR MS, da oleorresina (OR) de Copaifera spp.
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De acordo com a Tabela 5, foi possivel identificar sesquiterpenos, diterpenos
e compostos com 22 atomos de carbonos na amostra de OR de Copaifera spp.

Os esqueletos carbonados dos terpendides sédo formados pela condensacao
de um nuamero variavel de unidades isoprénicas (pentacarbonos). Os sesquiterpenos
e diterpenos contém, respectivamente, 3 e 4 unidades de isopreno. Portanto, 0s

sesquiterpenos e os diterpenos sao formados, respectivamente, por 15 e 20 atomos
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de carbono (SIMOES; SPITZER, 2010). J& os compostos contendo 22 &tomos de
carbono acredita-se que sejam diterpenos esterificados com etila ou acetila.

Tabela 5- Férmulas moleculares e os diterpenos estimados do espectro de massas, modo
negativo, por espectrometria de massas com ionizacdo por electrospray de ressonancia
ciclotrénica de ions por transformada de Fourie (ESI(-) FT-ICR MS) da oleorresina (OR) de

Copaifera spp.
Experimental Férmula E Diterpenos presente na OR de
rro ,
(m/z) Molecular Copaifera spp.
289.15771 [C15H2603+ CIJ ---- ----
acido ent-caura-16-eno-19-6ico (Figura
301.21773 [C20H3002- HJ -1,41 14)
303.13697 [C15H2404+ CIJ
305.15263 [C15H2604+ CIJ
(1a,4aa,4bp,10p)-10-formil-1,4a-
dimetil-8-metilenogibbano-1-
315.19703 [C20H2703 - HJ -1,43 carboxilato (Figura 15)
319.13188 [C15H240s+ CIJ
321.14757 [C15H2605+ ClJ ---- S
[(17B)-3,17- dihidroxiestra-1(10),2,4-
329.17623 [C20H2504 - H] -1,22 trien-17-il] acetato (Figura 16)
333.11122 [C15H2206 +CIJ
acido ent-8(17),13-labdadieno-15,19-
didico (acido ent-agatico) (Figura 17)
ou acido 13-clerodeno-15,16-olideo-
333.20727 [C20 H3004 - HJ 18-0ico (Figura 18)
(4aR,5S,7R,8aS,9aS)- 8a-hidroxi-3,4a,
5-trimetil-2-oxo-2,4,4a,5,6,7,8,8a,9,9a-
decahidronafto[2,3-b]furano-7-il (2E)-2-
347.18702 [C20H270s - HJ -1,08 metil-2-butenoato (Figura 19)
1-formil-3,7-dihidroxi-4a-(hidréximetil)-
1-metil-8-metilenogibbano-10-
363.18204 [C20H2706 - HI -2,02 carboxilato (Figura 20)
acido 3,13-clerodadieno-15,16-olideo-
18-6ico (acido patagbnico) (Figura 21)
ou acido ent-15,16-epo6xi-7B-hidroxi-
3,13(16),14-clerodatrieno-18-6ico
(acido 7-hidroxi-hardwickiico) (Figura
367.18151 [C20H2804 +CIJ -0,54 22)
373.20276 [C22H290s - HJ -2,91 —
(5B, 7a, 8a, 9B, 10a, 13a, 14R) -7,14-
dihidroxi-15-oxokaur-16-en-19-0ico
383.16329 [C20H2805 +ClIJ -0,57 (Figura 23)
387.18203 [C22H2706 - H] -2,10 —
(1B, 5B, 9¢, 10a, 11a, 13a, 14S) -
1,11,14,20-tetrahidroxi-7,20-epoxikaur-
399.15823 [C20H2806 +ClIJ -0,59 16-en-15-ona (Figura 24)
421.18788 [C22H290s - H] 259 | e
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As estruturas quimicas dos diterpenos presentes na amostra de OR de
Copaifera spp., segundo a base de dados ChemSpider e também, de acordo com o
estudo de Veiga Junior e Pinto (2002), estédo presentes nas Figuras 14, 15, 16, 17, 18,
19, 20, 21, 22, 23 e 24.

Figura 14- Estrutura quimica do &cido ent-caura-16-eno-19-éico.

“CO.H

Fonte: Proprio autor. Programa: ChemWin.

Figura 15- Estrutura quimica do (1a,4aa,4bf3,103)-10-formil-1,4a-dimetil-8 metilenogibbano-
1-carboxilato.
CHy H

O

Fonte: Proprio autor. Programa: ChemWin.

Fonte: Proprio autor. Programa: ChemWin.

Figura 17- Estrutura quimica do &acido ent-8(17),13-labdadieno-15,19-didico (&cido ent-
agatico).

- H
COoH
Fonte: Proprio autor. Programa: ChemWin.
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Figura 18- Estrutura quimica do acido 13-clerodeno-15,16-olideo-18-06ico.

0
/

CO-H
Fonte: Proprio autor. Programa: ChemWin.

Figura 19- Estrutura quimica do (4aR,5S,7R,8aS,9aS)-8a-hidroxi-3,4a, 5-trimetil-2-oxo-
2,4,4a,5,6,7,8,8a,9,9a-decahidronafto[2,3-b]furano-7-il(2E)-2-metil-2 butenoato.

Fonte: Proprio autor. Programa: ChemWin.

Figura 20- Estrutura quimica do 1-formil-3,7-dihidroxi-4a-(hidréximetil)-1-metil-8-
metilenogibbano-10-carboxilato.

OH

A\

CHs
H,C 7 0

Fonte: Proprio autor. Programa: ChemWin.

Figura 21- Estrutura quimica do &cido 3,13-clerodadieno-15,16-olideo-18-6ico (&cido
patagonico).

Fonte: Proprio autor. Programa: ChemWin.
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Figura 22- Estrutura quimica do acido ent-15,16-epo6xi-7B-hidréxi-3,13(16),14-clerodatrieno-
18-6ico (4cido 7-hidréxi-hardwickiico).

COqoH
Fonte: Proprio autor. Programa: ChemWin.

Figura 23- Estrutura quimica do (5B, 7a, 8a, 98, 10a, 13a, 14R) -7,14-dihidréxi-15-oxokaur-
16-en-19-6ico.

Fonte: Proprio autor. Programa: ChemWin.

Figura 24- Estrutura quimica do (18, 58, 9¢, 10a, 11a, 13q, 14S) -1,11,14,20-tetrahidroxi-7,20-
epoxikaur-16-en-15-ona.

Fonte: Proprio autor. Programa: ChemWin.

Segundo Veiga Junior e Pinto (2002), os 28 diterpenos descritos nas OR de
copaiba estudadas pertencem aos esqueletos caurano, labdano e clerodano.
Somente dois cauranos foram descritos na literatura cientifica: acido ent-caura-16-
eno-19-0ico, o qual foi também encontrado na amostra de estudo, e o acido ent-16-3-
caurano-19-0ico. Pelo método de ESI(-) FT-ICR MS, utilizado neste trabalho, foi
possivel identificar mais dois cauranos na OR de Copaifera spp.: (58, 7q, 8a, 9B, 10q,
13a, 14R) -7,14-dihidroxi-15-oxokaur-16-en-19-06ico (Figura 23) e o (1B, 5B, 9¢, 10aq,
11a, 13a, 14S) -1,11,14,20-tetrahidroxi-7,20-epoxikaur-16-en-15-ona (Figura 24).

Como pode-se observar na Tabela 5, pelo método de ESI(-) FT-ICR MS, a

mesma férmula molecular (mesmo conjunto de atomos) pode ser sugestiva de dois
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compostos diferentes, com arranjos distintos entre os 4&tomos, o que denomina-se
isbmeros. Exemplo disso é a formula molecular C2o0 H3004, a qual pode ser o acido
ent-8(17),13-labdadieno-15,19-didico (acido ent-agético) (Figura 17) ou o &cido 13-
clerodeno-15,16-olideo-18-6ico (Figura 18), e a formula molecular C20H2804, a qual
pode ser o acido 3,13-clerodadieno-15,16-olideo-18-06ico (acido patagénico) (Figura
21) ou o acido ent-15,16-epoxi-7B-hidroxi-3,13(16),14-clerodatrieno-18-6ico (acido 7-
hidroxi-hardwickiico) (Figura 22).

4.1.10 Desenvolvimento e validagcao do método de quantificagao do marcador 3-

cariofileno por Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE)

A cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas (CG/EM) é a
técnica mais utilizada para identificar e quantificar compostos em fragfes volateis
(BONATO, 2006). No entanto, a CLAE pode tornar a analise facilitada em centros
analiticos que nao dispbéem de equipamentos sofisticados como o espectrometro de
massas e ainda, segundo Jardim, Collins e Guimarées (2006), possibilitar analise de
substancias termolabeis. Porém, a restricdo para a aplicacdo de CLAE, de acordo com
Moreau, Preisig e Osman (1992), na analise de sesquiterpenos €é inerente ao nimero
limitado de detectores comumente disponiveis, mas o acoplamento com o detector de
arranjo de diodos (Photodiodo Array-PDA) é bastante til, o qual foi utilizado neste
estudo.

Diante disso, para fins de controle de qualidade, o marcador quimico desse
estudo foi o B-cariofileno. Além de ser um dos compostos responsaveis pelas
propriedades anti-inflamatoria e antimicrobiana da copaiba, € um dos sesquiterpenos
mais encontrados em analises com OR de copaiba (COLOMBO et al., 2011). Em se
tratando do ponto de vista pratico, atentou-se para a vantagem da disponibilidade do
B-cariofileno como padrao comercializado, ao contrario do acido copalico e de outros
acidos diterpénicos, os quais devem ser isolados. Contudo, a utilizacdo dos dois
padrbes (sesquiterpenos e diterpenos) seria aconselhavel para a obtencdo de

resultados quantitativos para os dois grupos de terpenos presentes na OR de copaiba.
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4.1.10.1 Determinacédo das condicGes cromatograficas e system suitability

Antes de realizar experimentos de validacdo deve-se avaliar se 0 sistema
utilizado para a analise € capaz de fornecer dados de qualidade aceitaveis. Esta
avaliacdo é alcancada com experimentos de conformidade do sistema “system
suitability”, que pode ser definida como um conjunto de testes para garantir que o
equipamento utilizado esta apto a gerar resultados de exatiddo e precisao aceitaveis
(RIBANI et al., 2004).

Os resultados da avaliacao dos parametros de system suitability (resolucéo-Rs;
fator de cauda-FT e numero de pratos teéricos da coluna-N) referentes ao padréo -
cariofileno e a amostra (OR de Copaifera spp.) estado presentes na Tabela 6.

Tabela 6- Parametros de system suitability obtidos para os cromatogramas do padrao (-
cariofileno e da amostra de oleorresina (OR) de Copaifera spp.

Amostras Rs FT N
Padrao B-cariofileno 1,11 53.025
OR de Copaifera spp. 2,717 1,08 51.729
Especificagao da literatura* > 2 <2 > 2000

Legenda: Rs-resolucéo; FT-fator de cauda; N-nimero de pratos teéricos da coluna.
Fonte: CDER (1994); RIBANI et al. (2004).

Os dados encontrados sugerem que 0 sistema estava apto a gerar resultados
com exatidao e precisdo aceitaveis visto que, 0s mesmos estdo de acordo com as
especificacoes da FDA (1994) (CDER, 1994; RIBANI et al., 2004).

Os cromatogramas 2D obtidos da analise do padrao B-cariofileno e da amostra
(OR de Copaifera spp.) nas condi¢des cromatogréaficas estabelecidas estao na Figura
25.
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Figura 25- Cromatogramas 2D obtidos da andlise do padrdo B-cariofileno e da amostra
oleorresina (OR) de Copaifera spp. nas condigcbes cromatograficas estabelecidas por
Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE).
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Legenda: (A)- Padrao B-cariofileno; (B)- Amostra de oleorresina de Copaifera spp.

4.1.10.2 Validacdo da metodologia analitica

Especificidade € a capacidade que o método possui de medir exatamente um
composto em presenca de outros componentes tais como impurezas, produtos de
degradacdo e componentes da matriz (BRASIL, 2003), garantindo que o pico de
resposta seja exclusivamente do composto de interesse. Caso esses parametros nao
sejam assegurados, a linearidade, exatiddo e precisdo estardo seriamente
comprometidas (RIBANI et al., 2004).

Diante disso, a especificidade do método foi verificada pela injecao do diluente,
e como se observa na Figura 26-C (cromatograma referente ao diluente), ndo ha
presenca de qualquer pico interferente no tempo equivalente ao tempo de retencao
do marcador B-cariofileno (Figura 26-A e 26-B), logo o método pode ser considerado
especifico.
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Figura 26- Perfil cromatografico 2D a 210nm do padrdo B-cariofileno, da amostra de
oleorresina (OR) de Copaifera spp. e da solucéo diluente acetonitrila 75% (v/v).
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Legenda: (A)- Padrao B-cariofileno; (B)- Amostra oleorresina (OR) de Copaifera spp.; (C)- Diluente
acetonitrila 75% (v/v) grau HPLC).

7

Outro indicativo da especificidade do método é a semelhanca entre os
espectros UV do pico do analito, comparando-se padrdo e amostra, o que pode ser
observado na Figura 27, a qual demostra que o método proposto também pode ser

considerado especifico.
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Figura 27- Espectro de absor¢ao do 3-cariofileno no padréo e na amostra de oleorresina (OR)
de Copaifera spp.
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Legenda: (A)- B-cariofileno no padréo; (B)- B-cariofileno na amostra de oleorresina (OR) de Copaifera

Spp.

Em relagcédo a linearidade do padrdo, o método mostrou-se linear, dentro do
intervalo de concentracdo de 0,160 a 0,500mg/mL. A curva padrdo média esta
representada pela Figura 28 e apresentou coeficiente de correlacao (r) de 0,9996.
Este valor esta de acordo com as especificacdes da ANVISA (BRASIL, 2003) que
estabelece como critério minimo aceitavel r=0,99 e, a equacéo da reta obtida foi y=
21.075.388,6313x + 80.305,3698.
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Figura 28- Linearidade: curva padrédo média do padrao B-cariofileno.
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Este resultado comprova a capacidade da metodologia utilizada em demonstrar
que as areas obtidas sado diretamente proporcionais a concentragao de [3-cariofileno
no padrdo. Os dados referentes a triplicata dos pontos da curva padrdo estédo

dispostos na Tabela 7.

Tabela 7- Areas dos picos do padréo B-cariofileno obtidas por cromatografia liquida de alta
eficiéncia (CLAE) para a construgdo da curva padrdo média.

Concentracdo Areal Area 2 Area 3 Areamédia DP (%) CV (%)
tedrica (LAU.s) (LAU.s) (MAU.S) (MAU.S)
(mg/mL)
0,160 3298836 3343387 3513657 3385293,333 113376  3,3491
0,250 5638322 5302347 5566419 5502362,667 176910,2 3,2152
0,330 7032051 6856902 7392116  7093689,667 272879,1 3,8468
0,400 8458729 8622248 8728567 8603181,333 135925,7 1,5799
0,500 10314324 10965423 10664041 10647929,33 325848,4 3,0602

Legenda: DP- Desvio padrao; CV (%)- Coeficiente de Variagéao.

Segundo Oliveira (2013), quando se trabalha com substancia padrdo, a
linearidade é mais provavel de ocorrer, uma vez que ndo ha efeitos de matriz, ja que
todo o solido tera se dissolvido. O mesmo nao pode ocorrer quando se trabalha com
amostras complexas de origem vegetal em que, somente uma pequena parcela das
mesmas se constitui dos analitos. Portanto, pode ocorrer que uma variagao da

quantidade de amostra ndo leve a uma variagéo linear da resposta, se os efeitos de
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matriz forem pronunciados. Dai a importancia da realizagdo do teste de linearidade
também para a amostra.

Contudo, para a amostra de OR de Copaifera spp., 0 método mostrou-se linear,
dentro do intervalo de concentracdo de 1,23 a 2,05mg/mL. A curva padrdao meédia da
amostra de OR de Copaifera spp. esta representada pela Figura 29, em que
apresentou coeficiente de correlacéo (r) de 0,998 estando também de acordo com as
especificacoes da ANVISA (BRASIL, 2003) e, a equacdo da reta obtida foi y=
4.439.808,4962x - 71.903,6000.

Figura 29- Linearidade: curva padrdo média da amostra de oleorresina (OR) de Copaifera
spp.
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Este resultado comprova a capacidade da metodologia utilizada em demonstrar
que as areas obtidas sao diretamente proporcionais a concentracdo de B-cariofileno
na amostra de OR de Copaifera spp. Os dados referentes a triplicata dos pontos da

curva padrao estdo dispostos na Tabela 8.

Tabela 8- Areas dos picos da amostra de oleorresina (OR) de Copaifera spp. obtidas por
cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) para a construcdo da curva padrdo média.

Concentracdo  Areal Area 2 Area3  Areamédia DP (%) CV (%)

tedrica (LAU.s)  (HAU.s)  (HAU.S) (LAU.S)

(mg/mL)
1,23 5556664 5320210 5511839 5462904,333 1255929 2,2990
1,44 6275091 6241180 6370730 6295667 67181,32 1,0671
1,64 7095578 7136265 7383426 7205089,667 155777,9 2,1621
1,85 8003930 7862089 8354182 8073400,333 253295,2 3,1374
2,05 8996994 9098647 9328165 9141268,667 169649,7 1,8559

Legenda: DP- Desvio padrédo; CV (%)- Coeficiente de Variagéo.
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Os limites de detecgcdo (LD) e quantificacdo (LQ) da amostra de OR de
Copaifera spp. foram de 0,2188 e 0,7293mg/mL, respectivamente, o que indicam que
a metodologia possui sensibilidade instrumental adequada para B-cariofileno.

A repetibilidade e precisao intermediaria apresentaram coeficiente de variacao
(CV%) de 0,4074 e 4,4944 respectivamente, 0s quais podem ser visualizados nas
Tabelas 9 e 10. Os valores obtidos comprovam a precisdo do método desenvolvido
tanto em nivel de repetibilidade quanto em nivel de precisdo intermediaria, uma vez
gue o coeficiente de variacao entre os resultados das replicatas realizadas foram <5%,
conforme especificagdo da ANVISA (BRASIL, 2003).

Tabela 9- Repetibilidade do método analitico para doseamento de B-cariofileno na amostra
de oleorresina (OR) de Copaifera spp.

Analise Concentracéao Area Teor Teor DP (%) CV (%)

experimental  (HAU.S) (%) Médio (%)
(mg/mL)

1 0,3316 7068344 20,2896

2 0,3383 7209102 20,5375

3 0,3354 7148302 20,4032 20,4341 0,0832 0,4074

4 0,3369 7181508 20,4456

5 0,3371 7184476 20,4554

6 0,3382 7208472 20,4735

Legenda: DP- Desvio padrdo; CV (%)- Coeficiente de Variagéo.
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Tabela 10- Precisdo intermediaria do método analitico para doseamento de B-cariofileno na
amostra de oleorresina (OR) de Copaifera spp.

Anélise Concentracédo Area Teor Teor DP (%) CV (%)

experimental (LAU.S) (%) Médio (%)
(mg/mL)

1 0,3316 7068344 20,2896

2 0,3383 7209102 20,5375

3 0,3354 7148302 20,4032

4 0,3369 7181508 20,4456

5 0,3371 7184476 20,4554

6 0,3382 7208472 20,4735

7 0,3266 6964191 18,3914 19,9011 0,8944 4,4944

8 0,3146 6711571 17,9592

9 0,3468 7389055 19,7040

10 0,3508 7474222 20,7839

11 0,3380 7204402 19,9075

12 0,3203 6831865 19,4625

Legenda: DP- Desvio padrdo; CV (%)- Coeficiente de Variagéo

Os resultados obtidos para a determinacao da exatidao estdo na Tabela 11. O

percentual de recuperacdo meédio variou de 103,1964 a 104,9952% comprovando que

0 método desenvolvido é exato.

Tabela 11- Determinacdo da exatiddo por meio da recuperacdo da oleorresina (OR) de

Copaifera spp. ]

% Concentracao Area Concentracdo Recuperacao Média CVv
tedrica (MAU.s)  experimental (%) (%) (%)
(mg/mL) (mg/mL)

80% 0,2443 5556664 0,2598 106,3550

80% 0,2451 5320210 0,2486 101,4353 103,9569 2,3685

80% 0,2476 5511839 0,2577 104,0804

100% 0,3257 7095578 0,3329 102,1833

100% 0,3268 7136265 0,3348 102,4455 103,1964 11,4858

100% 0,3301 7383426 0,3465 104,9605

120% 0,4072 8996994 0,4231 103,9047

120% 0,4085 9098647 0,4279 104,7514 104,9952 11,1722

120% 0,4127 9328165 0,4388 106,3296

Legenda: CV (%)- Coeficiente de Varia¢é@o
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Em relagéo ao pardmetro robustez, o método em questdo mostrou-se robusto
para os parametros analiticos avaliados: temperatura da coluna, vazado da fase movel
e composicao da fase mével. Os valores de coeficiente de variacdo encontrados foram

baixos (<5%) e os resultados obtidos estdo na Tabela 12.

Tabela 12- Resultados da robustez do método para doseamento de B-cariofileno na amostra
de oleorresina (OR) de Copaifera spp.

Condicéo Area 1 Area 2 Area3 Area Média CV (%)
(LAU.S) (LAU.S) (LAU.S) (LAU.S)

Método Desenvolvido 7299548 7169841 7509240 7326209,67 1,7573
T=28°C 7069101 7477421 7187968 7244830 1,8736
T=32°C 7090594 7482001 7269345 7280646,67 1,8596

Vazéo FM: 0,98mL/mim 7184363 7557841 7137167 7293123,67 1,9448

Vazdo FM:1,02mL/min 6646822 7284153 6937235 6956070 3,6939

FM=68% (Solvente A) 7242665 7157493 7518474 7306210,67 1,9486

FM=72% (Solvente A) 7208760 7131660 7472002 7270807,33 1,8176

Legenda: FM-Fase Mdével; T- Temperatura; CV-Coeficiente de Variacdo; Solvente A- acetonitrila
acidificada com &cido fosférico a 0,2%.

Por fim, a validacdo da metodologia foi especifica, linear, precisa aos niveis de
repetibilidade e precisdo intermediaria, exata e robusta, e o teor de [B-cariofileno
encontrado foi de 19,90% (m/m). Sendo assim, a técnica CLAE para sesquiterpenos,
em especial para B-cariofileno, pode ser utilizada no controle de qualidade de OR de

Copaifera spp.

4.1.11 Co-validacdo da metodologia analitica para o 6leo essencial (OE) de
Copaifera spp.

A co-validacdo, também chamada de revalidacdo por alguns autores, faz-se
necessaria quando a proposta e/ou nivel de qualidade desejado do método séo
alterados, quando o procedimento é modificado, ou até mesmo quando um método &
usado novamente apdés certo periodo de tempo (RIBANI et al., 2004).

Os resultados da avaliacao dos parametros de system suitability (resolucéo-Rs;
fator de cauda-FT e numero de pratos tedricos da coluna-N) referentes a co-validagéo

da metodologia na matriz OE de Copaifera spp. estdo presentes na Tabela 13.
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Tabela 13- Parametros de system suitability obtidos para os cromatogramas do padrao [3-
cariofileno e da amostra de 6leo essencial (OE) de Copaifera spp.

Amostras Rs FT N
Padrao B-cariofileno 1,11 53.025
OE de Copaifera spp. 2,870 0,98 50.554
Especificagao da literatura* > 2 <2 > 2000

Legenda: Rs-resolugédo; FT-fator de cauda; N-numero de pratos tedricos da coluna.
Fonte: CDER (1994); RIBANI et al. (2004).

Os dados encontrados sugerem que o sistema esta apto a gerar resultados
com exatiddo e precisdo aceitaveis, visto que os mesmos estdo de acordo com as
especificacoes da FDA (1994) (CDER, 1994; RIBANI et al., 2004).

Como se observa na Figura 30-C, o cromatograma referente ao diluente
demonstra a auséncia de qualquer pico interferente no tempo equivalente ao tempo
de retencdo do marcador B-cariofileno (Figura 30-A e 30-B), assim o método pode ser
considerado especifico.

Outro indicativo da especificidade do método é a semelhanca entre os
espectros UV dos picos de cada analito, comparando-se padrdo e amostra, o que
pode ser observado na Figura 31, a qual demostra que o método proposto pode ser
considerado especifico.

Para a amostra de OE de Copaifera spp., a qual é uma matriz complexa, a
linearidade também foi realizada, com o intuito de verificar se a variacdo da quantidade
de amostra levaria a uma variacdo linear da resposta.

Contudo, o método mostrou-se linear, dentro do intervalo de concentracdo de
0,6 a 1,0mg/mL. A curva padrdo média da amostra de OE de Copaifera spp. esta
apresentada na Figura 32 e tem coeficiente de correlacao (r) de 0,998, o qual esta de
acordo com as especificacdes da ANVISA (BRASIL, 2003), sendo que a equacao da
reta obtida foi y= 8.537.496,2312x - 370.718,6667.

Este resultado comprova a capacidade da metodologia utilizada em demonstrar
que as areas obtidas sdo diretamente proporcionais a concentragdo de B-cariofileno
na amostra de OE de Copaifera spp. Os dados referentes a triplicata dos pontos da

curva padréo estdo dispostos na Tabela 14.
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Figura 30- Perfil cromatografico 2D a 210nm do padrao B-cariofileno, da amostra de 0leo
essencial (OE) de Copaifera spp. e da solucéo diluente acetonitrila 75% (v/v).
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Legenda: (A)- Padrao B-cariofileno; (B)- Amostra de 6leo essencial de Copaifera spp.; (C)- Diluente
acetonitrila 75% (v/v) grau HPLC.



89

Figura 31- Espectro de absorgao do 3-cariofileno no padrdo e na amostra de éleo essencial
(OE) de Copaifera spp.
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Legenda: (A)- B-cariofileno no padrdo; (B)- B-cariofileno na amostra de 6leo essencial de Copaifera
spp.
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Figura 32- Linearidade: curva padrdo média da amostra de 6leo essencial (OE) de Copaifera

SppP.
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Tabela 14- Areas dos picos da amostra de 6leo essencial (OE) de Copaifera spp. obtidas por
cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) para a construcdo da curva padrdo média.

Concentracdo Areal Area2  Area3 Areamédia DP (%) CV (%)
tedrica (WLAU.s) (HAU.s)  (nAU.S) (HAU.S)
(mg/mL)
0,6 5011199 4967378 5356079 5111552 212897,0651 4,1650
0,7 5830258 5587924 6160670 5859617,333 287499,5182 4,9065
0,8 6882398 6683232 7237208 6934279,333 280608,458 4,0467
0,9 7786099 7564433 8130768 7827100 285385,0812 3,6461
1,0 8619087 8373647 8982392 8658375,333 306268,3441 3,5372

Legenda: DP- Desvio padrédo; CV (%)- Coeficiente de Variagéo.

A repetibilidade e precisao intermediaria apresentaram coeficiente de variacao

(CV%) de 0,2889 e 1,4506, respectivamente, os quais podem ser visualizados nas

Tabelas 15 e 16. Os valores obtidos comprovam a precisao do método desenvolvido

tanto em nivel de repetibilidade quanto em nivel de precisao intermediaria, uma vez

gue o coeficiente de variacao entre os resultados das replicatas realizadas foram <5%,
conforme especificacdo da ANVISA (BRASIL, 2003).
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Tabela 15- Repetibilidade do método analitico para doseamento de B-cariofileno na amostra

de 6leo essencial (OE) de Copaifgra spp.

Andlise Concentracdo Area Teor Teor DP (%) CV (%)

experimental (HAU.S) (%) Médio (%)
(mg/mL)

1 0,3140 6697968 38,1496

2 0,3147 6713408 37,9619

3 0,3144 6706857 38,0161 37,9826  0,1097 0,2889

4 0,3142 6702596 38,0376

5 0,3113 6641937 37,8726

6 0,3108 6630800 37,8576

Legenda: DP- Desvio padrao; CV (%)- Coeficiente de Variagéo.

Tabela 16- Precisao intermediaria do método analitico para doseamento de (-cariofileno na
amostra de 6leo essencial (OE) de Copaifera spp.

Analise Concentragao Area Teor Teor DP (%) CV (%)

experimental (HAU.S) (%) Médio (%)
(mg/mL)

1 0,3140 6697968 38,1496

2 0,3147 6713408 37,9619

3 0,3144 6706857 38,0161

4 0,3142 6702596 38,0376

5 0,3113 6641937 37,8726

6 0,3108 6630800 37,8576

7 0,3103 6620645 38,6506 38,4824 0,5582 1,4506

8 0,3132 6681468 38,7628

9 0,3140 6697724 38,8103

10 0,3148 6714250 39,2038

11 0,3155 6729206 39,2912

12 0,3145 6709392 39,1750

Legenda: DP- Desvio padrao; CV (%)- Coeficiente de Variagéao.

Enfim, a co-validacdo da metodologia foi especifica, linear e precisa aos niveis

de repetibilidade e precisdo intermediéria, e o teor de B-cariofileno encontrado foi de

38,48% (m/m). Sendo assim, a técnica CLAE para sesquiterpenos, em especial para

B-cariofileno, pode ser utilizada no controle de qualidade de OE de Copaifera spp.

4.2

ISOLAMENTO E IDENTIFICACAO MICROBIANA
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4.2.1 Coletadas amostras de leite

No més de agosto de 2012, 37 vacas leiteiras foram submetidas ao teste da
caneca de fundo telado e CMT, sendo que 13 estavam saudaveis, uma apresentou
mastite clinica e 23 eram portadoras de mastite subclinica que variou de grau | a .
Destas Ultimas, 16 vacas apresentaram quartos mamarios com mastite subclinica de
grau lll, tendo sido coletado leite de 22 tetos para a avaliagdo microbioldgica.

Ja no més de fevereiro de 2013, 40 animais foram submetidos aos testes
supracitados, sendo que 20 estavam saudaveis e 20 apresentaram mastite subclinica
que variou de grau | a lll. Destas ultimas, 8 vacas apresentaram quartos mamarios
com mastite subclinica de grau lll, tendo sido coletadas amostras de leite de 14 tetos
para avaliagdo microbiolégica.

Segundo Ribeiro et al. (2003), o CMT € um dos testes mais utilizado para avaliar
a sanidade da glandula mamaria e diagnosticar a mastite subclinica. No presente
estudo, demonstrou ser pratico, simples, eficiente e de facil interpretacdo. De acordo
com Brito e Sales (2007), a desvantagem do CMT € que ele permite apenas estimar
0 conteudo de células sométicas e isso é feito de forma subjetiva, o que exige da
pessoa treinamento e sensatez na leitura e interpretacao dos resultados.

Neste trabalho, toda a amostra de leite colhida de vacas diagnosticadas com
mastite subclinica grau lll foi positiva para crescimento microbiano. De acordo com
Ribeiro et al. (2003), quando se faz diagndstico para mastite utilizando-se o teste de
CMT deve-se atentar para os casos de reacdo positiva no CMT e cultura bacteriana
negativa. De acordo com Oliveira (2006), nestes casos a natureza da mastite
subclinica pode nédo ser infecciosa e sim, inflamatéria, em decorréncia de lesbes
traumaticas ou do uso de produtos quimicos, o que ndo ocorreu no presente trabalho.

Segundo Costa (2006), a mastite de origem infecciosa € a mais importante, por
ser contagiosa e apresentar baixa percentagem de cura espontanea, podendo evoluir

para um quadro de septicemia e, em alguns casos, levar o animal acometido a morte.

4.2.2 Caracterizagdo fenotipica de micro-organismos isolados de mastite

bovina subclinica grau Il

Coletou-se amostras de leite de 36 tetos para avaliagdo microbioldgica. Apds
cultivo, ndo houve proliferacédo de leveduras, porém 60 bactérias foram identificadas,
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sendo as bactérias Staphylococcus coagulase negativo (SCN) e S. aureus as mais

frequentes, conforme descrito na Tabela 17.

Tabela 17- Total de bactérias isoladas de amostras de leite de vacas diagnhosticas com
mastite subclinica grau Ill no més de agosto de 2012 e fevereiro de 2013.

MICRO-ORGANISMOS FA FR

Género Staphylococcus

Staphylococcus coagulase negativo (SCN) 22 36,7%
Staphylococcus coagulase positivo (SCP)
Staphylococcus aureus 16 26,7%
Staphylococcus schleiferi schleiferi 03 5,0%
Staphylococcus hyicus 02 3,3%
Staphylococcus schleiferi coagulans 02 3,3%
Staphylococcus intermedius 01 1,7%
Corynebacterium spp. 04 6,7%
Streptococcus do grupo C,F,G 03 5,0%
Escherichia coli 02 3,3%
Bactérias isoladas com baixa frequéncia 05 8,3%
em mastite
TOTAL 60 100%

Legenda: FA- Frequéncia Absoluta; FR- Frequéncia Relativa.

De acordo com a Tabela 17, os micro-organismos isolados com baixa
frequéncia de amostras de leite de vacas leiteiras diagnosticadas com mastite foram
Leuconostoc spp. (02), Acinetobacter spp. (01), Sphingomonas paucimobilis (01) e
Stomatococcus spp. (1).

Segundo Brito, Campos e Brito (2002), bactérias do género Staphylococcus
destacam-se na etiologia das infec¢des intramamarias do gado leiteiro no Brasil e isso
pode ser observado nos resultados encontrados, o que corrobora com o trabalho de
Mota et al. (2012) em que, 58,4% das bactérias isoladas no Estado de Pernambuco
em caso de mastite foram classificadas em SCN seguido de 28,9% de S.aureus.

Porém, nem sempre isso ocorre, como relatado no trabalho de Martins et al.
(2010), que encontraram na microrregido de Cuiaba, maior prevaléncia nos casos de

mastite subclinica Corynebacterium spp. (27,6%) seguido de S. aureus (21,5%). Esta
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variagdo de agente etiologicos pode estar relacionada aos fatores higiénicos,
ambientais, tipo de manejo e sazonais de cada propriedade, o que reafirma a
complexidade dessa enfermidade e seu aspecto multifatorial.

Com relacéo aos SCN, os quais sdo considerados patdégenos secundarios que
causam, em geral, reacdo inflamatoria moderada na glandula maméria (BRITO;
CAMPOS; BRITO, 2002) e foram os agentes etiologicos isolados com maior
frequéncia neste estudo, tem sido relatados como isolados comuns nos casos de
mastite bovina no Brasil e em muitos paises, como no trabalho de Oliveira et al. (2011),
em que a frequéncia do agente foi de 25% e 32,3% em mastite clinica e subclinica,
respectivamente. Logo, de acordo com Mota et al. (2012), os SCN poderiam ser
considerados patdégenos emergentes.

Martins et al. (2010) e Zafalon et al. (2008) enfatizaram o S. aureus como o
principal patégeno causador da mastite bovina em infecgfes clinicas e subclinicas.
Apesar do S. aureus nao ter sido o mais frequente neste estudo, a sua frequéncia
também foi alta, 0 que o torna um agente importante na etiologia da doenca

A alta frequéncia de S. aureus nos casos de mastite pode ser explicada pelo
fato de que a pele do Ubere e dos tetos sdo os principais sitios de localizacdo desses
agentes, 0 que acaba facilitando as infec¢cbes por esse micro-organismo (HIRSH;
ZEE, 2003), além de poder ser transmitido entre as vacas antes, durante e apos a
ordenha, em decorréncia das mas condi¢des de higiene do ambiente e do ordenhador.

Entre os patdgenos ambientais, destacam-se a Escherichia coli, a qual foi
isolada no periodo de coleta que ocorreu na época chuvosa. De acordo com Dantas
et al. (2009), o periodo chuvoso propicia 0 acumulo de esterco com urina, lama ou
agua contaminada no ambiente, o que contribui para a proliferacdo de
enteropatdgenos.

Segundo Ferreira et al. (2007), para as mastites ambientais, o controle depende
principalmente da conscientizacdo do produtor em relacdo a higiene tanto das
instalacdes como da ordenha e manejo, pelo fato de os agentes estarem presentes

no ambiente onde vivem 0s animais.

4.3 TESTES DE SUSCETIBILIDADES

4.3.1 Atividade antimicrobiana in vitro
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4.3.1.1 Determinacao da Concentragdo Inibitéria Minima (CIM)

Segundo Nascimento et al. (2007), para a realizacdo de testes que visam
verificar a atividade antimicrobiana de 6leos essenciais, € necessario definir e adotar
uma metodologia adequada e padronizada. Logo, a técnica de microdiluicdo em caldo
MH, utilizada no presente estudo para verificar a atividade antimicrobiana do OE, bem
como da OR de Copaifera spp., de acordo com o CLSI (2003), foi de facil execucao e
interpretacdo, mostrando-se eficiente para a proposta do presente estudo. De acordo
com Nascimento et al. (2007), os testes de CIM pelo método de diluicdo sdo mais
confiaveis, pois disponibilizam dados quantitativos, ao contrario do teste de difusdo
em agar, o qual se constitui em um método qualitativo.

O protocolo experimental proposto contou com trés controles, sendo um para o
crescimento bacteriano (coluna 12), outro para a esterilidade da matéria-prima vegetal
e do caldo MH (linha G), e por fim, outro para o DMSO (linha H) (Figura 7). Foi possivel
observar que em todos os ensaios houve crescimento bacteriano na coluna 12, ao
contrario da linha G, que em todos 0s ensaios ndo houve crescimento bacteriano,
demostrando que a matéria-prima vegetal e o caldo MH nao estavam contaminados.

Ja na linha H, o objetivo era verificar se 0 DMSO a 10%, agente emulsificante,
iria interferir no crescimento bacteriano. De acordo com os resultados obtidos, ndo
houve interferéncia, ou seja, houve crescimento bacteriano mesmo na presenca do
DMSO. De acordo com Janssen, Scheffer e Baerheim Svendsen (1987), o agente
emulsificador esta sujeito a possiveis interacbes com a substancia em teste, bem
como, possuir atividade antimicrobiana. Porém, esses efeitos podem ser acentuados
ou minimizados dependendo do modo de preparo da solucdo 6leo-agente
emulsificador. Por isso, preconiza-se uma relacdo adequada entre 0s mesmos.

A atividade antimicrobiana do OE e da OR de Copaifera spp. foi realizada frente
aos SCP (S. aureus, S. schleiferi schleiferi, S. hyicus, S. schleiferi coagulans e S.
intermedius), SCN, Corynebacterium spp., Streptococcus do grupo C, F, G e
Escherichia coli. Para os micro-organismos classificados em Leuconostoc spp.,
Acinetobacter spp., Sphingomonas paucimobilis e Stomatococcus spp., o teste de CIM
nao foi realizado, pois sdo agentes etioldgicos isolados com baixa frequéncia na

mastite bovina.
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De acordo com Holetz et al. (2002), a atividade antimicrobiana é considerada
boa quando a amostra apresenta CIM<100ug/mL, moderada 100<CIM<500ug/mL,
fraca 500<CIM< 1000ug/mL e inativa CIM>1000ug/mL.

Para os isolados de S. aureus foi verificado valores de CIM do OE de Copaifera
spp. de 1000pg/mL para 37,5% (6/16) e >1000ug/mL para 62,5% (10/16). Em relac&o
ao S. schleiferi schleiferi (3/3), ao S. hyicus (2/2), S. schleiferi coagulans (2/2) e S.
intermedius (1/1) o CIM foi >1000 ug/mL (Tabela 18).

Ao avaliar as suscetibilidades dessas mesmas bactérias em relacdo a OR de
Copaifera spp., o CIM foi <100ug/mL para 87,5% (14/16) dos S. aureus, com excecao
de dois isolados, o S. aureus de numero (9) e (10), em que o CIM foi de 125ug/mL e
500ug/mL, respectivamente. Em relagdo ao S. schleiferi schleiferi (3/3), S. hyicus
(2/2), S. schleiferi coagulans (1/2) e S. intermedius (1/1), o CIM foi <100ug/mL, com
excecdo do S. schleiferi coagulans de numero (2) que o CIM foi 250ug/mL, como pode
ser observado na Tabela 18.

Portanto, a atividade antimicrobiana da OR de Copaifera spp. frente aos SCP
foi considerada boa em 87,5% (21/24) das amostras, ao contrario do OE de Copaifera
spp., 0 qual ndo apresentou efeito em 75% (18/24) dos isolados. Logo, os SCP
apresentaram sensibilidade maior frente a OR do que ao OE de Copaifera spp. (Figura
33).

Esses resultados corroboram com o trabalho de Santos et al. (2008b), em que
as OR das espécies Copaifera martii, Copaifera officinalis e Copaifera reticulata
exibiram boa atividade antibacteriana (CIM de 31,3-62,5ug/mL) contra bactérias
Gram-positivas (S. aureus, S. aureus resistente a meticilina, Staphylococcus
epidermidis, Bacillus subtilis, e Enterococcus faecalis), com diminuicéo da viabilidade
dessas bactérias em 3 horas. Entretanto, no presente trabalho, a amostra utilizada era
um pool de OR Copaifera spp. ndo sendo possivel identificar as espécies envolvidas
na atividade antimicrobiana.

Ja no estudo de Packer e Luz (2007), a OR ndo demostrou inibicdo frente a S.
Aureus (ATCC 6538). Analisando a susceptibilidade ja conhecida do S. aureus em
relacdo a copaiba, devido a outros estudos cientificos, 0s mesmos sugerem como
motivo para a auséncia de inibicdo a possivel degradacdo dos compostos
antimicrobianos presentes na OR. Outra raz&o, de acordo com Pieri et al. (2012), pode
ser a composicdo especifica da OR, a qual poderia naturalmente ter quantidades

menores de substancias com atividade antimicrobiana frente a esta bactéria.
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Tabela 18- Resultado da Concentragdo Inibitéria Minima (CIM) do 6leo essencial (OE) e da
oleorresina (OR) de Copaifera spp. frente aos Staphylococcus coagulase positivo (SCP)
isolados de amostras de leite de vacas diagnosticadas com mastite bovina grau lll.

Micro-organismos CIM (ug/mL) CIM (ug/mL)
SCP OE de Copaifera spp. OR de Copaifera spp.
S. aureus
(1) 1000 31,25
(2) >1000 15,62
(3) >1000 15,62
4) >1000 15,62
(5) 1000 7,81
(6) >1000 7,81
(7) >1000 31,25
(8) >1000 15,62
9) >1000 125
(10) >1000 500
(11) 1000 7,81
(12) >1000 31,25
(13) 1000 7,81
(14) 1000 1,95
(15) 1000 31,25
(16) >1000 15,62
S. schleiferi schleiferi
(1) >1000 62,5
(2) >1000 62,5
(3) >1000 62,5
S. hyicus
(1) >1000 62,5
(2) >1000 31,25
S. schleiferi coagulans
(1) >1000 31,25
(2) >1000 250
S. intermedius
(1) >1000 31,25
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Figura 33- Atividade antimicrobiana do 6leo essencial (OE) e da oleorresina (OR) de
Copaifera spp. frente aos Staphylococcus coagulase positivo (SCP) isolados de amostras de
leite de vacas diagnosticadas com mastite bovina grau lll.
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Ao observar a Tabela 18 foi possivel verificar que, o perfil de sensibilidade entre
as amostras de uma mesma espécie bacteriana apresentou variacdes. De acordo com
Braga e Silva (2007), isso esta relacionado aos fatores genéticos intrinsecos das
bactérias, da pressao seletiva exercida pelo meio onde foram cultivadas e a origem
dos isolados pesquisados.

Quanto aos SCN, a CIM do OE de Copaifera spp. foi <100ug/mL para 9,1%
(02/22) das amostras, de 125ug/mL para 9,1% (02/22), de 1000ug/mL para 22,7%
(05/22) e para as demais, 59,1% (13/22), o CIM foi >1000ug/mL (Tabela 19).

Com relacéo a suscetibilidade dessas mesmas bactérias a OR de Copaifera
spp., 0 CIM foi <100ug/mL para 40,9% (9/22), de 1000pg/mL para 31,8% (7/22) e
>1000ug/mL para as restantes, 27,3% (6/22) (Tabela 19).

Logo, frente aos SCN, o OE de Copaifera spp. apresentou boa atividade
antimicrobiana em 9,1% (02/22) dos isolados porém, foi a OR de Copaifera spp. que
teve um melhor efeito antimicrobiano em 40,9% (09/22) das amostras. Portanto, os
SCN tiveram uma sensibilidade maior frente a OR do que ao OE de Copaifera spp.
(Figura 34).

Como pode ser observado, os SCN tiveram uma suscetibilidade menor que os
SCP a OR de Copaifera spp., pois a OR de copaiba frente aos SCN apresentou
atividade fraca e inativa em 31,8% e 27,3 % das amostras, respectivamente (Figura
22).



99

Atualmente ha estudos voltados para os SCN, no intuito de diminuir as
linhagens resistentes a antibidticos utilizados na terapéutica de mastites. Exemplo
disso, foi o trabalho desenvolvido por Pereira et al. (2009), que demonstrou boa
atividade antimicrobiana do extrato etandlico das cascas de jurema preta (Mimosa
tenuiflora (Wild) Poiret- Leguminosae) e das folhas do neem (Azadirachta indica A.

Juss- Meliaceae), frente aos SCN isolados de casos de mastite subclinica em bufalas.

Tabela 19- Resultado da Concentracao Inibitéria Minima (CIM) do 6leo essencial (OE) e da
oleorresina (OR) de Copaifera spp. frente aos Staphylococcus coagulase negativo (SCN)
isolados de amostras de leite de vacas diagnosticadas com mastite bovina grau |lIl.

Micro-organismos CIM (ug/mL) CIM (ug/mL)
SCN OE de Copaifera spp. OR de Copaifera spp.
1) >1000 >1000
2 >1000 >1000
(3) >1000 1000
4 >1000 62,5
(5) >1000 1000
(6) >1000 >1000
(7) 1000 1000
(8) >1000 31,25
9) >1000 15,62
(10) >1000 1000
(11) >1000 >1000
(12) 1000 7,81
(13) >1000 >1000
(14) 1000 7,81
(15) 1000 3,90
(16) 1000 7,81
17) >1000 >1000
(18) >1000 15,62
(19) 125 1000
(20) 62,5 1000
(21) 125 1000

(22) 15,62 31,25
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Figura 34- Atividade antimicrobiana do 6leo essencial (OE) e da oleorresina (OR) de
Copaifera spp. frente aos Staphylococcus coagulase negativo (SCN) isolados de amostras de
leite de vacas diagnosticadas com mastite bovina grau lll.
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Na avaliagdo da atividade antimicrobiana frente as bactérias do género
Corynebacterium spp., foi verificado valores de CIM do OE de Copaifera spp.
<100ug/mL para a bactéria de numero (4). Ja as demais, o CIM foi igual 1000ug/mL
para 50% (2/4) e >1000ug/mL para 25% (1/4) (Tabela 20).

Avaliando as suscetibilidades dessas mesmas bactérias em relacdo a OR de
Copaifera spp., o CIM foi <100ug/mL para 75% (3/4). Em relacdo a de numero (3), o
CIM foi de 125ug/mL (Tabela 20).

Tabela 20- Resultado da Concentracao Inibitéria Minima (CIM) do 6leo essencial (OE) e
oleorresina (OR) de Copaifera spp. frente aos Corynebacterium spp. isolados de amostras de
leite de vacas diagnosticadas com mastite bovina grau lll.

Micro-organismos CIM (pg/mL) CIM (pg/mL)
Corynebacterium spp. OE de Copaifera spp. OR de Copaifera spp.
(1) >1000 31,25
2 1000 31,25
3) 1000 125
4) 7,81 15,62

Em relacéo aos Corynebacterium spp., 0 OE de Copaifera spp. apresentou boa
atividade antimicrobiana em 25% (01/04) das amostras porém, foi a OR de Copaifera
spp. que teve um melhor efeito antimicrobiano em 75% (03/04) dos isolados (Figura
35).
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Figura 35- Atividade antimicrobiana do 6leo essencial (OE) e da oleorresina (OR) de
Copaifera spp. frente aos Corynebacterium spp. isolados de amostras de leite de vacas
diagnosticadas com mastite bovina grau lll.
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Nas buscas bibliogréficas realizadas, nao foi encontrado teste antimicrobiano
com OE e OR de Copaifera spp. frente ao Corynebacterium spp. Mas, como se pode
observar, os mesmos tiveram uma sensibilidade maior frente a OR do que ao OE de
Copaifera spp.

Em relacédo a avaliacdo da atividade antimicrobiana frente aos Streptococcus
do grupo C, F, G, foi verificado valores de CIM do OE de Copaifera spp. de 1000ug/mL
para 33,3% (01/03) das amostras e >1000ug/mL para 66,7% (02/03) (Tabela 21).

A suscetibilidade dessas mesmas bactérias em relacdo a OR de Copaifera spp.
mostrou CIM <100ug/mL para 66,7% (02/03) das bactérias e de 1000ug/mL para
33,3% (01/03) (Tabela 21).

Tabela 21- Resultado da Concentragdo Inibitéria Minima (CIM) do 6leo essencial (OE) e da
oleorresina (OR) de Copaifera spp. frente aos Streptococcus do grupo C, F, G isolados de
amostras de leite de vacas diagnosticadas com mastite bovina grau lll.

Micro-organismos CIM (ug/mL) CIM (ug/mL)
Streptococcus do OE de Copaifera spp. OR de Copaifera spp.
grupo C, F, G.
(1) 1000 31,25
(2) >1000 1000
3) >1000 31,25

Com relacdo aos Streptococcus do grupo C, F, G, a OR de Copaifera spp.
também apresentou boa atividade antimicrobiana em 66,7% (02/03) das amostras, ao

contrario do OE de Copaifera spp., o qual foi inativo em 66,7% (02/03) dos isolados.
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Logo, os Streptococcus do grupo C, F, G tiveram uma sensibilidade maior frente a OR

do que ao OE de Copaifera spp. (Figura 36).

Figura 36- Atividade antimicrobiana do 6leo essencial (OE) e da oleorresina (OR) de
Copaifera spp. frente aos Streptococcus do grupo C, F, G isolados de amostras de leite de
vacas com mastite bovina grau Ill.
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Ha outro estudo que ja verificou a atividade da OR de copaiba frente as
bactérias do género Streptococcus, como no trabalho de Pieri et al. (2010a), que
demonstraram atividade antimicrobiana in vitro da solucdo de copaiba (Copaifera
officinalis) frente aos micro-organismos orais Streptococcus mutans, Streptococcus
salivarius, Streptococcus pyogenes e Enterococcus faecalis. Logo, esse estudo
sugere o uso da OR de copaiba como alternativa promissora na terapéutica
odontoldgica.

Com relacdo a avaliacdo da atividade antimicrobiana frente a Escherichia coli
(2/2) isoladas de amostras de leite de vacas diagnosticadas com mastite bovina grau
lll, verificou-se valor de CIM do OE de Copaifera spp. igual a 1000ug/mL e
>1000pg/mL. A suscetibilidade das mesmas bactérias em relagdo a OR de Copaifera
spp. revelou CIM >1000ug/mL (Tabela 22).

Logo, a atividade antimicrobiana do OE e da OR de Copaifera spp. frente aos
isolados de Escherichia coli foi fraca a inativa e inativa, respectivamente (Figura 37).

Estudos tém demonstrado resisténcia de bactérias Gram-negativas, incluindo
E. coli e Pseudomonas aeruginosa frente a OR de copaiba (PACHECO; BARATA;
DUARTE 2006; PACKER; LUZ, 2007, SANTOS et al. 2008b), o que confirmam o0s

resultados aqui encontrados.
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Em contrapartida, no trabalho de Pieri et. al. (2011), as espécies Copaifera
langsdorffii e Copaifera officinalis tiveram atividade antimicrobiana frente aos isolados

de E. coli de matiste bovina.

Tabela 22- Resultado da Concentragdo Inibitéria Minima (CIM) do 6leo essencial (OE) e da
oleorresina (OR) de Copaifera spp. frente as Escherichia coli isolados de amostras de leite de
vacas diagnosticadas com mastite bovina grau lll.

Micro-organismos CIM (pg/mL) CIM (pg/mL)
Escherichia coli OE de Copaiferaspp. OR de Copaifera spp.
(1) >1000 >1000
(2) 1000 >1000

Figura 37- Atividade antimicrobiana do 6leo essencial (OE) e da oleorresina (OR) de
Copaifera spp. frente as Escherichia coli isoladas de amostras de leite de vacas
diagnosticadas com mastite bovina grau lll.
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Portanto, conforme mostrado na Figura 38, foi possivel verificar que, frente as
55 bactérias identificadas de amostras de leite de vacas diagnosticadas com mastite
bovina subclinica grau lll, a OR de Copaifera spp. apresentou melhor atividade
antimicrobiana em 63,7% (35/55) das amostras do que o OE, em 5,5% (03/55) dos
isolados (p<0,0001).

Pieri et al. (2011) sugerem que a OR de copaiba contenha diferentes
componentes que atuam sinergicamente em varias estruturas e vias metabdlitas das
células bacterianas, o que pode explicar a boa atividade antimicrobiana encontrada
neste trabalho.
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Figura 38- Atividade antimicrobiana do 6leo essencial (OE) e da oleorresina (OR) de
Copaifera spp. frente as 55 bactérias isoladas de amostras de leite de vacas diagnosticadas
com mastite bovina grau Ill.
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A atividade antimicrobiana dos Oleos essenciais e de seus constituintes
isolados estd relacionada com as caracteristicas quimicas, grupos funcionais e
estereoquimicas dos constituintes, e com 0s compostos oxigenados presentes nos
Oleos essenciais, em particular aqueles com estrutura fendlica (carvacrol, eugenol,
timol), terpendides alifaticos com grupamento éster (acetato de geranila), alcool
(linalol) ou aldeido (cinamaldeido), que se destacam por apresentarem potencial efeito
antimicrobiano (HENRIQUES; SIMOES-PIRES; APEL, 2009).

O OE, fracdo volatil da OR, é constituido por sesquiterpenos oxigenados e
hidrocarbonetos (VEIGA JUNIOR; PINTO, 2002). O OE de Copaifera spp. deste
estudo apresentou como compostos majoritarios os sesquiterpenos hidrocarbonetos,
com 96,16%. Considerando o trabalho de Henriques, Simdes-Pires e Apel (2009) e
Chaibub et al. (2013), isso pode justificar a fraca e inativa atividade antimicrobiana do
OE.

Veiga Jr et al. (2001) verificaram em seu estudo que 0s sesquiterpenos
hidrocarbonetos possuem maior atividade anti-inflamatéria do que as fracbes de
alcoois sesquiterpénicos e acidos diterpénicos e, esta atividade se associa aos
sesquiterpenos a-bergamoteno, B-cariofileno e a- aromadendreno, os quais foram
encontrados no OE de Copaifera spp. deste estudo. Logo sugere-se que a
propriedade farmacolégica atribuida ao OE seria mais anti-inflamatéria do que
antimicrobiana, pois 96,16% dos seus compostos S&o0 sesquiterpenos
hidrocarbonetos, o que também pode-se justificar a sua atividade antimicrobiana fraca

a inativa encontrada no presente estudo.
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Segundo Veiga Junior e Pinto (2002) e Pieri et al. (2009) a atividade anti-
inflamatoria, antibacteriana, antifingica e antiedémica da OR de copaiba é atribuida
ao sesquiterpeno B-cariofileno, o qual foi 0 composto majoritario encontrado na fracao
volatil do presente estudo. Embora a literatura cientifica revele que o B-cariofileno
apresenta atividade antimicrobiana, Souza et al. (2005) demonstraram que o
composto isolado de cariofileno ndo apresentou atividade antifingica, os mesmos
sugerem que determinados fitoquimicos tém o seu efeito antimicrobiano mostrado
apenas quando atua de maneira sinérgica com outros componentes. Dessa forma, as
funcbes sinérgicas dos varios compostos encontrados nos 0leos essenciais, em
comparacao ao efeito de um ou dois compostos isolados do 6leo, parece questionavel
(BAKKALI et al. 2008).

De acordo com Bakkali et al. (2008), a atividade dos principais componentes
pode ser modulada por outras moléculas menores. J& segundo Burt (2004), ha
evidéncia de que componentes em menores quantidades tém um papel crucial na
atividade antibacteriana, possivelmente por meio da producédo de um efeito sinérgico
com outros componentes, o que talvez tenha acontecido com o B-cariofileno presente
na OR de Copaifera spp.

Segundo Veiga Jr, Patitucci e Pinto (1997) e Veiga Junior e Pinto (2002) os
acidos diterpénicos contribuem com a maior parte das propriedades terapéuticas da
OR e que a atividade antimicrobiana pode ser justificada pela presenca do acido
caurendico, o qual foi possivel identifica-lo na amostra de estudo. Sendo assim,
acredita-se que o efeito antimicrobiano da OR talvez esteja também relacionado com
os acidos diterpénicos, os quais podem atuar de forma sinérgica com outros
componentes.

Portanto, apesar das diferentes atividades farmacoldgicas relatadas a OR de
copaiba e uma variedade de substancias que tém sido identificadas, pouco se sabe
sobre a relacdo entre as estruturas quimicas e as atividades dos componentes
(CASCON; GILBERT, 2000). No entanto, Tappin et al. (2004) afirmam que a OR de
copaiba representa um caso em que o perfil quimico total, assim como as
caracterizacdes das espécies presentes, sdo mais importantes do que as substancias

isoladas na determinacao das possiveis atividades farmacoldgicas.
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4.3.1.2 Verificagdo da atividade antimicrobiana in vitro de trés formulacdes

fitoterapicas a base de Copaifera spp.

Com base no teste de CIM foi possivel verificar que a OR teve melhor atividade
antimicrobiana do que o OE de Copaifera spp. frente as bactérias isoladas de
amostras de leite de vacas diagnosticadas com mastite bovina grau lll, portanto foi a
matéria-prima vegetal escolhida para producéo das formulacdes fitoterapicas.

Foram preparadas trés formulacfes, as quais tinham veiculos diferentes, sendo
uma com base catidnica, outra ndo-idnica e a terceira, aniénica. Foi possivel observar
que durante a incorporacdo da OR de copaiba nas bases galénicas, houve uma
interacdo adequada das bases com a mesma, nao apresentando separacao de fases
ou coalescéncia.

A concentracdo de um antimicrobiano utilizada para controlar infecgbes é
baseada em testes de CIM. Entretanto, a escolha da concentracdo da OR de copaiba
utilizada nas formulacdes nao foi baseada somente no teste de CIM, tendo sido levado
em consideracdo também o espectro de acdo antimicrobiano da OR de copaiba,
dados de dois trabalhos cientificos (PIERI et al., 2010b; PIERI et al., 2011), e o fato
dos animais estarem em lactagéo.

Segundo Costa et al. (2006), no caso de mastite bovina, € necesséario que o
antimicrobiano atinja concentracdes no Ubere maiores ou pelo menos iguais a CIM,
para gue os principais patégenos da mastite sejam eliminados. Entretanto, foi possivel
verificar no teste de CIM, do presente trabalho, que para algumas bactérias, como
SCN, Streptococcus do grupo C, F, G e E. coli, a OR de copaiba teve atividade fraca
a inativa na concentracao de 0,2%.

Considerando que estes agentes etiologicos supracitados sdo isolados com
frequéncia de casos de mastite bovina no Brasil, bem como em outros paises e,
baseando-se no estudo realizado por Pieri et al. (2011), que trabalhou com 27 E. coli
isoladas de leite de vacas com mastite, foi possivel observar que do total de 27 E. coli,
apenas 8 (29,63%) foram inibidas pelas espécies C. langsdorffii e, 7 (25,92%) pela C.
officinalis, ambas na concentracdo de 10%, o que sugere que talvez em
concentracfes maiores poderiam inibir maior quantidade de cepas.

De acordo com o trabalho desenvolvido por de Pieri et al. (2010b), os quais
trabalharam com seis isolados de Listeria monocytogenes, os resultados mostraram

sensibilidade apenas de uma cepa a solucéo de 2,5% de OR de copaiba autoclavada,



107

quatro a solucdo de 5% e cinco a 10%. Diante do exposto, conclui-se que a
sensibilidade das bactérias aumentaram a medida que houve um aumento da
concentracdo da OR de copaiba.

Outro fator que foi levado em consideragédo na escolha da dose utilizada para
a formulacé@o é que ao realizar tratamento de mastite no periodo de lactacdo, a sua
efetividade é inferior quando comparada com a terapia no periodo seco (sem produzir
leite). Isso porque vacas em lactacdo, como precisam ser ordenhadas uma a duas
vezes por dia, acabam drenando o principio ativo via leite e com isso 0 medicamento
néo fica o tempo suficiente para combater o agente bacteriano, ao contrario de vacas
no periodo seco, que permanecem com o0 medicamento por mais tempo no interior da
glandula mamaria.

Diante de tudo isso, a principio, optou-se por utilizar uma concentracéo de 20%
de OR de copaiba com a finalidade de verificar se esta dose teria um efeito
antimicrobiano de largo espectro durante o curto periodo de tempo que a formulagéo
fitoterapica iria permanecer no interior da glandula mamaéria, visto que os animais
utilizados estavam em lactacao.

ApGs a preparacdo das formulacdes fitoterapicas, foi realizado o teste de
antibiograma com o objetivo de avaliar a reprodutibilidade da atividade antimicrobiana
das formulacbes farmacéuticas contendo OR de Copaifera spp. frente aos micro-
organismos isolados, bem como verificar a sensibilidade das bactérias frente a
gentamicina, antibidtico comercial utilizado no tratamento de mastite bovina, o qual
também foi utilizado como controle e confiabilidade da técnica utilizada.

Para o teste de antibiograma utilizou-se 42 micro-organismos, sendo 24 SCP e
18 SCN. Frente as trés formulacdes fitoterapicas 100% dos SCP foram sensiveis
(Quadro 2), ou seja, a OR de copaiba reproduziu a sua atividade antimicrobiana do
teste de CIM, a qual apresentou-se de boa a moderada (Figura 33).

Em relagdo aos SCN, do total de 18 bactérias, 100% foram sensiveis frente a
formulacédo fitoterapica utilizando base catibnica. Frente a formulacéo fitoterapica
utilizando base nao-idnica 83,33% (15/18) foram sensiveis, exce¢do das cepas de
namero (1), (8) e (10). Em relagdo a formulagéo fitoterapica utilizando base anidénica
94,44% (17/18) foram sensiveis, excec¢do do isolado de niamero (1) (Quadro 3).



108

Quadro 2- Resultado da sensibilidade dos Staphylococcus coagulase positivos (SCP) frente
as trés formulacdes fitoterapicas a base de oleorresina de copaiba e a gentamicina.

Micro-organismos

Controles

Formulacdes
Fitoterapicas

SCP

C N |A

C-OR | NI-OR | A-OR

Gentamicina

S. aureus

(1)
(2)

3)

(4)

(5)

(6)

(7)

(8)

9)

(10)

(11)

(12)

(13)

(14)

(15)

(16)

RN N N N N N N NI R N RN RN R NI NN

NN NN NN NN NN NN NN S
NN NN NN NN NN NN N NS
NN NN NN NN NN NN NN S

O O 0O O O O O O O O O 6O O o o ou

S. schleiferi schleiferi

(1)

(2)

®3)

AYRNEN

ANENEN
ANENEN
ANENEN

nwunwm

S. hyicus

(1)

)

S. schleiferi coagulans

(1)

v v v
v v v

(2)

v

S

S. intermedius

)

v

/\/]/

S

Legenda: v'=» Formacdo de halo de inibicdo; --- =»N&o formacédo de halo inibicdo; Controles=C:
catidnica; NI: ndo-ibnica; A: anibnica; Formulagbes Fitoterapicas=» C-OR: cati6nica com OR de
Copaifera spp.; NI-OR: ndo-idnica com OR Copaifera spp.; A-OR: anidnica com OR Copaifera spp.;
Gentamicina=> S: Sensivel; R: Resistente.
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Quadro 3- Resultado da sensibilidade dos Staphylococcus coagulase negativos (SCN) frente
as trés formulacdes fitoterapicas a base de oleorresina de copaiba e a gentamicina.
Micro-organismos Controles Formulacdes
Fitoterapicas Gentamicina
NI-OR | A-OR

SCN
(1)
(2)
3)
(4)
(5)
(6)
(7)
(8)
(9)
(10)
(11)
(12)
(13)
(14)
(15)
(16)
(17)
(18) S

Legenda: v'=» Formacdo de halo de inibicdo; --- =»N&o formacédo de halo inibicdo; Controles=>C:
catidnica; NI: ndo-ibnica; A: anidnica; Formulagbes Fitoterapicas=» C-OR: base catibnica com OR de

Copaifera spp.; NI-OR: base ndo-ibnica com OR Copaifera spp.; A-OR: base anibnica com OR
Copaifera spp.; Gentamicina=» S: Sensivel; R: Resistente.

NI | A

0

RN I N N N N N N N R N N NN e
Py

Ol 0O O O O O O] Ol ] O O OO O] O O] O O

NN NN R

N RN N AN N N N NI R VR N RN R NN RN IR N NI PN
A RN N N N N N N N AN AN AN B NN

\

v

Para as cepas que ndo foram sensiveis as formulacfes fitoterapicas (néo
formacdao de halo de inibicdo), comparou-se os resultados do antibiograma com os do
teste de CIM e foi possivel observar que, a OR de copaiba frente ao SCN de niamero
(1), tanto para a formulagao fitoterapica ndo-ibnica, quanto anionica, continuou sem
atividade (Quadro 3 e Tabela 19). Com relacdo ao SCN de numero (10), frente a
formulagéo fitoterapica ndo-ibnica a OR de copaiba também apresentou atividade
fraca (Quadro 3 e Tabela 19). J& o SCN de numero (8), também frente a formulacéo

fitoterapica néo-ibnica, a OR de copaiba néao reproduziu a sua atividade, pois nédo
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houve formagé&o de halo, porém no teste de CIM apresentou boa atividade (Quadro 3
e Tabela 19).

Segundo Lambert et al. (2001) e Nascimento et al. (2007), as técnicas de
difusdo em disco e difusdo em agar, apesar de muito utilizadas, fornecem somente
dados qualitativos, pois a caracteristica hidrofoba da maioria dos 6leos essenciais de
plantas impede a difusdo uniforme destas substancias através do meio contendo &gar,
o qual tem caracteristica hidrofilica, o que resulta em concentracdes desiguais do 6leo
no agar e formacao de regides com atividade antimicrobiana variavel. Este fato pode
justificar a auséncia de formacéo de halo de inibicdo das formulacdes fitoterapicas
com OR de copaiba frente as trés cepas supracitadas. Sendo assim, dependendo do
método utilizado, pode dificultar a verificacdo da atividade antimicrobiana dos 6leos
medicinais.

Com relacdo aos controles (bases galénicas sem OR de Copaifera spp.), ndo
houve formacao de halos para as bases nao-idnica (NI) e anidnica (A), 0 que permite
inferir que a formacdo de halo nas formulacfes fitoterapicas utilizando-se estes
veiculos esteja relacionada com a atividade antimicrobiana da OR de copaiba.

Em contrapartida, houve formacdo de halo para todos 0s micro-organismos
testados frente ao controle da base cationica (C) (Quadro 2, Quadro 3 e Figura 39).
Sugere-se que a formacao de halo do veiculo catibnico esteja relacionada com o seu
pH de 4,5, pois segundo Baptista e Linhares (2005) a maioria das bactérias ndo se
multiplica em pH inferior a 4,6. Devido a isso, ndo se pode afirmar que o halo de
inibicdo formado com a formulacao fitoterapica utilizando veiculo catidnico frente aos
SCP e SCN esteja relacionado somente a atividade antimicrobiana da OR de copaiba,
pois pode ter tido influéncia do pH da base galénica cati6nica ou ainda, do tensoativo
cationico, pois segundo Thompson (2006), 0 mesmo possui acdo antimicrobiana.

Apesar da formulacao fitoterdpica utilizando veiculo catibnico (pH 4,5) ter
inibido o crescimento bacteriano, segundo Thompson (2006) para as formulagbes
destinadas a aplicacdo em membranas sensiveis ou aplicadas em lesfes € desejavel
ajustar seu pH em nivel préximo ao pH fisiolégico. Esse ajuste é realizado objetivando
evitar a dor ou desconforto do paciente. Por esse motivo, optou-se por néo utilizar esta
base nos testes in vivo, ja que o pH do tecido glandular mamario é de 6,4- 6,8 (COSTA,
2006).
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Figura 39- Antibiograma: Resultado da sensibilidade das bactérias isoladas de amostras de
leite de vacas diagnosticadas com mastite subclinica grau Il frente a trés formulagbes a base
de oleorresina (OR) de copaiba e antibi6tico gentamicina.

Legenda: Controles=»C: catidnica; NI: ndo-ibnica; A: anibnica; Formulagdes Fitoterapicas= C-OR:
base catidnica com OR de Copaifera spp.; NI-OR: base nao-ibnica com OR Copaifera spp.; A-OR: base
anidnica com OR Copaifera spp.; Gentamicina=> G.

Com relagdo ao antibiético gentamicina, 92,86% (39/42) das bactérias testadas
foram sensiveis, com excec¢do do S. aureus de namero (15) e (16) e SCN de numero
(17), os quais foram resistentes (R) (Quadro 2 e 3). Segundo Sabour et al. (2004) e
Zafalon et al. (2008), o conhecimento dos padrdes de resisténcia antimicrobiana dos
patégenos da mastite bovina é necessario e fundamental para o desenvolvimento de
métodos preventivos que sejam efetivos no tratamento, pois assim, se reduz as
perdas na producao de leite, além de evitar o aparecimento de estirpes resistentes.

De acordo com Trabulsi e Alterthum (2008), os mecanismos de resisténcia
desenvolvidos pelas bactérias contra antibioticos da classe dos aminoglicosideos,
como a gentamicina, envolve alteracbes de permeabilidade, modificagbes
ribossémicas e producdo de enzimas inativantes. Os dois primeiros sdo mediados por
mutacao e o ultimo, por plasmideos.

Ao analisar os dados do Quadro 2, observa-se que os S. aureus de numero
(15) e (16) resistentes a gentamicina foram sensiveis frente a OR de copaiba, a qual
demonstrou boa atividade antimicrobiana (CIM<100ug/mL), como pode-se observar
na Tabela 17. Esses dados corroboram com o estudo desenvolvido por Santos et al.
(2008b), em que as espécies C. martii, C. officinalis e C. reticulata exibiram boa
atividade antibacteriana (CIM de 62,5-125ug/mL) contra S. aureus resistente a

meticilina.
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44 TESTEIN VIVO

4.4.1 Aplicacdo intramamaria e avaliacao preliminar de formulacéao fitoterapica

contendo Copaifera spp.

Apoés o teste de antibiograma, duas formula¢des farmacéuticas com OR de
copaiba a 20%, utilizando-se base galénica anidnica (pH 6,5) e néo-ibnica (pH 6,5),
foram manipuladas.

De acordo com o planejamento experimental submetido ao Comité de Etica, 30
vacas leiteiras seriam submetidas a aplicacdo intramaméria durante sete dias, uma
aplicacao por dia, apo6s a ultima ordenha e, o parametro que iria indicar a eficacia ou
ndo da formulacao farmacéutica a base de Copaifera spp. seria a cura ou ndo cura
microbiolégica, com coletas de amostras de leite nos dias 0 (antes da 1° aplicacéo
intramamaria), 14 (pés-tratamento) e 30 (pés-tratamento) para avaliacdo
microbioldgica conforme o item 3.3.3 e avaliacao clinica dos animais.

Entretanto, apenas quatro animais chegaram a participar das analises. Destes
quatro, dois receberam aplicacao intramamaria com a formulacdo contendo OR de
Copaifera spp. utilizando a base galénica anibnica e, os dois restantes com o controle
(base galénica anidnica sem a OR de copaiba). Os resultados obtidos podem ser
observados nos Quadros 4 e 5. O resultado da avaliagdo microbiol6gica no dia O

(antes da 1° aplicagdo intramamaria) esta na Tabela 23.

Quadro 4- Aplicacdes intramamarias de formulacao fitoterapica a 20% de oleorresina de
copaiba utilizando base galénica anibnica.

Animal Teto Dias aplicados
DP171 PD 04 dias
DP204 AE 01 dia

Legenda: PD- teto posterior direito; AE- teto anterior esquerdo

Quadro 5- Aplicacdes intramamarias do controle (base galénica anidnica).
Animal Teto Dias tratados

AA70 AE 05 dias
DP128 PD 05 dias

Legenda: AE- teto anterior esquerdo; PD- teto posterior direito;
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Tabela 23- Bactérias isoladas de amostras de leite de vacas diagnosticas com mastite
subclinica grau lll no dia 0 (antes da 1° aplicacdo intramamaria), como parametro para indicar
a eficacia ou ndo da formulacao farmacéutica a base de Copaifera spp.

MICRO-ORGANISMOS FA FR

Género Staphylococcus

Staphylococcus coagulase negativo (SCN) 04 40%
Corynebacterium spp. 04 40%
Escherichia coli 02 20%

TOTAL 10 100%

Legenda: FA- Frequéncia Absoluta; FR- Frequéncia Relativa.

Apébs 12 horas da primeira aplicacdo, o animal DP204 j& apresentou reacdo
inflamatdria intensa, que pode ser verificada no momento em que se procedeu o teste
da caneca de fundo telado, com a presenca de grande quantidade de grumos, ao
ponto do leite perder sua caracteristica fluida. Diante deste quadro, a aplicacdo foi
suspensa e o animal foi tratado com medicamento comercial. Esse mesmo quadro se
repetiu com 0s outros animais, nos dias 4 e 5. Assim, as aplicagdes intramamarias
foram suspensas antes de se completar os sete dias propostos. Estes animais
também receberam medicamento comercial, e todos se recuperaram.

Com a piora do quadro clinico do presente estudo houve a necessidade de
interromper o protocolo proposto para preservar a saude dos animais. Logo, optou-se
também por ndo testar a formulacédo fitoterapica utilizando-se base galénica nao-
iGnica.

De acordo com os dados obtidos pode-se concluir que a formulacéo fitoterapica
com OR de copaiba proposta nao foi eficaz e nem segura, pois a mesma intensificou
o processo inflamatério e ndo sendo possivel avaliar seu efeito antimicrobiano.

Portanto, ha necessidade de testes futuros, como de citotoxicidade e de
irritabilidade, para verificar qual a concentracéo segura de OR de copaiba utilizada na
formulacdo, a qual ndo agrida a mucosa interna e o tecido glandular, e que
proporcione efeito anti-inflamatorio local e antimicrobiano frente aos micro-organismos
causadores da mastite.

Segundo os estudos de Veiga Junior et al. (2007), as espécies Copaifera
multijuga Hayne e Copaifera cearensis Huber ex Ducke foram citotéxicas na
concentracéo de 500ug/mL, reduzindo o numero de células viaveis (macrofagos) em

95 e 94%, respectivamente. Ao contrario da oleorresina de Copaifera reticulata, que
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nao alterou a viabilidade dos macréfagos em trés concentragdes testadas (500, 50 e
5ug/mL).

Lorca et al. (2007) ressaltam que os tensoativos, substancias presentes nas
formulacdes fitoterapicas testadas, possuem propriedades fisico-quimicas cruciais
para o aparecimento de edema e irritabilidade (reacdes inflamatérias) na pele de
humanos. Logo, sugere-se também que se realize testes de citotoxidade e
irritabilidade dos veiculos farmacéuticos antes da aplicacdo intramamaria, ou que
utilizem veiculos mais apropriados para mucosas (GALENA, 2013), ou ainda veiculos
isentos de etoxilados, parabenos e petrolados, os quais possam ser aplicados em
regides lesadas (FAGRON, 2013). Ja que, segundo Thompson (2006) os parabenos
qguando aplicados sobre membranas mucosas podem causar sensibilizacdo ou

reacoes alérgicas.

4.4.2 Determinagao do teor de B-cariofileno na formulacéao fitoterapica a base

de Copaifera spp.

Apesar dos resultados in vivo ndo terem sido satisfatorios, realizou-se a co-
validacdo dos parametros especificidade, linearidade e, precisdo ao nivel de
repetibilidade e preciséo intermediaria com o objetivo de quantificar o composto -
cariofileno na formulacao farmacéutica com OR de Copaifera spp. utilizando a base
galénica anidnica.

Os resultados da avaliacdo dos parametros de system suitability (resolucéo-
Rs; fator de cauda- FT e numero de pratos tedricos da coluna- N) referentes a co-
validacdo da metodologia nesta matriz estdo presentes na Tabela 24.

Os dados encontrados sugerem que o sistema estd apto a gerar resultados
com exatidao e precisdo aceitaveis, visto que os mesmos estdo de acordo com as
especificacdes da FDA (1994) (CDER, 1994; RIBANI et al., 2004).

Tabela 24- Parametros de system suitability obtidos para os cromatogramas do padréao -
cariofileno e da formulacao fitoterapica aniénica.

Amostras Rs FT N
Padrao B-cariofileno 1,11 53.025
Formulacao Fitoterapica 2,690 1,08 52.002
Especificacao da literatura* > 2 <2 > 2000

Legenda: Rs-resolugéo; FT-fator de cauda; N-nimero de pratos tedricos da coluna.
Fonte: CDER (1994); RIBANI et al. (2004).
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Com relacao a especificidade, de acordo com a Figura 40-C, o cromatograma
referente a base galénica anibnica dissolvida no diluente ACN 75% (v/v) grau HPLC
demonstrou auséncia de qualquer pico interferente no tempo equivalente ao tempo de
retencao do marcador B-cariofileno (Figura 40-A e 40-B), o que indica que o método
pode ser considerado especifico e seletivo. Os picos que se vé no inicio do
cromatograma deve-se as substancias quimicas presentes nos veiculos, que

absorvem no comprimento de onda usado.

Figura 40- Perfil cromatografico 2D a 210nm do padrédo [-cariofileno, da amostra
(formulacao fitoterapica anidnica) e do veiculo (base galénica anidnica).
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Legenda: (A)- Padrao B-cariofileno; (B)- Amostra (formulacao fitoterapica aninica); (C)- Veiculo (base
galénica anibnica).
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7

Outro indicativo da especificidade do método é a semelhanca entre os
espectros UV dos picos de cada analito, comparando-se padréo e amostra e isso pode
ser observado na Figura 41, a qual demostra que o método proposto pode ser
considerado especifico e seletivo para formulacdo fitoterapica a 20% de OR de

copaiba utilizando-se base galénica anibnica.

Figura 41- Espectro de absorcao do B-cariofileno no padrdo e na formulacao fitoterapica a
20% de oleorresina de copaiba utilizando-se base galénica anibnica.
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Legenda: (A)- B-cariofileno no padréo; (B)- B-cariofileno na formulagéo fitoterapica.
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Para formulacéo fitoterapica com OR de Copaifera spp., em que utilizou-se
base galénica anibnica, um teste adicional de linearidade foi realizado, com o intuito
de verificar se diferentes quantidades de amostra levariam a uma variacao linear da
resposta.

Contudo, o método para formulacéo farmacéutica com OR de Copaifera spp.,
utilizando-se a base galénica anibnica, mostrou-se linear, dentro do intervalo de
concentracdo de 6,43 a 9,6mg/mL. A curva padrédo média da amostra € mostrada na
Figura 42, com o coeficiente de correlagéo (r) de 0,998, o qual esta de acordo com as
especificacdes da ANVISA (BRASIL, 2003) e, a equagdo da reta obtida foi: y=
739.153,8258x + 307.904,1902.

Figura 42- Linearidade: curva padrao média da formulacao fitoterapica a 20% de oleorresina
de copaiba utilizando-se base galénica anibnica.
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O resultado obtido comprova a capacidade da metodologia utilizada em
demonstrar que as areas obtidas sé@o diretamente proporcionais a concentracao de [3-
cariofileno na amostra e, os dados referentes a triplicata dos pontos da curva padrao

estdo dispostos na Tabela 25.
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Tabela 25- Areas dos picos da formulacéo fitoterapica a 20% de oleorresina de copaiba
utilizando-se base galénica anibnica obtidas para a construcdo da curva padrao média.

Concentracdo  Area 1 Area 2 Area3  Areamédia DP (%) CV (%)

tedrica (MAU.S) (LAU.s) (MAU.S) (MAU.S)
(mg/mL)
6,43 4793414 5268415 5044637 5035488,667 237632,6 4,7192
7,20 5392632 5889697 5671956 5651428,333 249167,5 4,4089
7,97 5952253 6489285 6237147 6226228,333 268682,4 4,3153
8,74 6561568 7115241 6803401 6826736,667 277573,2 4,0660
9,60 7210371 7510957 7373387 7364905 150472,4 2,0431

Legenda: DP- Desvio padrao; CV (%)- Coeficiente de Variacéo.

Para a formulacdo farmacéutica com OR de Copaifera spp., utilizando-se a
base galénica anibnica, a repetibilidade e precisdo intermediaria apresentaram
coeficiente de variagdo (CV%) de 1,3482 e 4,0409 respectivamente, 0s quais podem
ser visualizados nas Tabelas 26 e 27. Os valores obtidos comprovam a precisao do
método desenvolvido tanto em nivel de repetibilidade quanto em nivel de precisédo
intermediaria, uma vez que o coeficiente de variacdo entre os resultados das

replicatas realizadas foram <5%, conforme especificagdo da ANVISA (BRASIL, 2003).

Tabela 26- Repetibilidade do método analitico para doseamento de [-cariofileno na
formulacao fitoterapica a 20% de oleorresina de copaiba utilizando-se base galénica anibnica.

Anédlise Concentracdo Area Teor Teor DP (%) CV (%)
experimental (HAU.S) (%) Médio (%)
(mg/mL)

0,2746 5867503 3,5718
0,2700 5771268 3,5127
0,2754 5885063 3,5824 3,5839 0,0483 11,3482
0,2737 5849728 3,5609
0,2792 5964236 3,6309
6 0,2805 5993065 3,6449

Legenda: DP- Desvio padrédo; CV (%)- Coeficiente de Variagéo.

o b~ W N B
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Tabela 27- Precisdo intermediaria do método analitico para doseamento de B-cariofileno na
formulacao fitoterapica a 20% de oleorresina de copaiba utilizando-se base galénica anibnica.

Andlise Concentracdo Area Teor Teor DP (%) CV (%)
experimental (HAU.S) (%) Médio (%)
(mg/mL)
1 0,2746 5867503 3,5718
2 0,2700 5771268 3,5127
3 0,2754 5885063 3,5824
4 0,2737 5849728 3,5609
5 0,2792 5964236 3,6309
6 0,2805 5993065 3,6449
7 0,2711 5794040 3,4071 3,5979 0,1454  4,0409
8 0,2740 5856179 3,4441
9 0,3043 6494320 3,8227
10 0,3021 6447069 3,7945
11 0,2716 5805265 3,4137

12 0,3016 6437822 3,7890

Legenda: DP- Desvio padrdo; CV (%)- Coeficiente de Variagéo.

Enfim, a co-validacdo da metodologia foi especifica, linear e precisa aos niveis
de repetibilidade e precisédo intermediaria, e o teor médio de B-cariofileno encontrado
na amostra testada foi de 3,59% (m/m). Sendo assim, a técnica CLAE para
sesquiterpenos, em especial para B-cariofileno, pode ser utilizada no controle de
qualidade de formulages fitoterapicas utilizando-se OR de Copaifera spp. como
matéria-prima vegetal.

O teor médio de B-cariofileno encontrado na formulacao fitoterapica foi de
3,59% (m/m), o que equivale em pg/mL o valor de 275,69. SILVA et al (2008)
demostraram que os compostos B-cariofileno e a-humuleno, os quais estdo presentes
nessa matéria-prima vegetal, apresentam citotoxicidade em macrofagos a partir de
107,3 e 159,0pg/mL, respectivamente. Estes dados também demonstram a
necessidade de se testar a citotoxicidade da OR de copaiba previamente, para que
Se possa propor uma concentracdo mais segura, sem comprometer a integridade

celular.
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5 CONCLUSOES

Diversas etapas foram executadas para alcancar os objetivos propostos e, a

partir delas foram obtidas as seguintes conclusdes:

v Os resultados obtidos na caracterizacdo da matéria-prima vegetal revelaram
que as propriedades intrinsecas da OR de Copaifera spp. confirmam sua
autenticidade e qualidade, sendo assim, esta foi considerada adequada para o uso a

qual se destinava.

v As analises realizadas por cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de
massas (CG/EM) e por espectrometria de massas com ionizagéo por electrospray de
ressonancia ciclotronica de ions por transformada de Fourier (ESI FT-ICR MS)
identificaram os sesquiterpenos e diterpenos presentes na fracao volatil e na OR de
Copaifera spp., respectivamente.

v A técnica CLAE para sesquiterpenos, em especial para 3-cariofileno, pode ser
utilizada no controle de qualidade de OR e OE de Copaifera spp., bem como em

formulacéo fitoterapica utilizando OR de Copaifera spp. como matéria-prima vegetal.

v Os resultados obtidos na caracterizacdo fenotipica demonstram a importante
participacdo do género Staphylococcus na etiologia da mastite subclinica grau Ill na
regido estudada, sendo as bactérias SCN e S. aureus as mais frequentes. Devido a
alta patogenicidade desses micro-organismos, tanto para o animal quanto para o
homem, ressalta-se que € importante realizar estudos acerca do controle da doenca,
visto que, o leite € um veiculo destes micro-organismos para 0 homem, o que pode

ser prejudicial a sua saude.

v Frente aos principais patdogenos causadores da mastite bovina, a OR
apresentou melhor atividade antimicrobiana do que OE de Copaifera spp. (p< 0,0001).
Porém, ha necessidade de mais estudos, principalmente para se conhecer melhor a
relacdo entre as estruturas quimicas e as atividades bioloégicas dos seus

componentes.
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v O teste de antibiograma das trés formulagfes fitoterdpicas mostraram que a
OR de Copaifera spp. reproduziu a sua atividade antimicrobiana frente aos micro-

organismos isolados.

v A formulagéo fitoterapica com OR de copaiba a 20% néo foi eficaz e nem
segura, pois a mesma intensificou o processo inflamatério, ndo sendo possivel avaliar

seu efeito antimicrobiano.
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6 PERSPECTIVAS

O presente trabalho abre perspectivas para que trabalhos futuros visem:

v Isolar componentes quimicos da OR de copaiba e verificar se estédo

relacionados com a sua atividade antimicrobiana;

v Avaliar a citotoxicidade e irritabilidade da OR de Copaifera spp. bem como, do

veiculo farmacéutico destinado a aplicacdo intramamaria;

v Verificar qual a dose ideal de OR de Copaifera spp. para aplicacao in vivo, a
qual proporcione efeito anti-inflamatério local e antimicrobiano frente aos micro-
organismos causadores da mastite bovina, e que ndo agrida o tecido glandular
mamario do animal;

v Testar novas formulacoes;

v Desenvolver e validar métodos para outros marcadores.
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ANEXO

ANEXO A- Nota fiscal da oleorresina (OR) de copaiba adquirida na Nutragyn
Industria de Alimentos LTDA

RECLEBUMOS DENUTRAGYN INDUS TRIA DE ALIMENTUS £TDA 08 PRODUTOS SEURVICUS CONSTANTUS DA NOTA FISCAL INDICADA AO LADO NF-¢

N 000.000.016

DATA DU RUCLBIMUNTU IDUNTIFICAGAD L ASSINATURA DO RECEBEDOR

SERIE: |

—_—

DANFE CONTROLL DO FISCO

W U ros na (| A

ALIMENTOS LTDA Fiscal Eletronica
1 - Saida [rmnm ACLASE ]

0 - Entrada
3212 0615 1004 0600 0113 5500 1000 0000 1610 0210 3308

RUA PAULO AFONSO, 609 - QUADRA 15 LT 03 - SAO N* 000.000.016 Conulta de atenticidide sl nacional 4
FRANCISCO, Goiania, GO - CEP: 74455200 - Fone/Fax: SERIE: 1 onsulia;deanienticicacemty porky naciona’ ca
6230952999 2l NF-e www.nfe.fazenda.gov.br/portal ou no site
Pigina 1 de | da Sefaz Autorizadora
NATURLZA DA OPURAL AL PROTOCOLO DU AUTORIZACAO DU LSO
VENDA 152120262968802 - 04/06/2012 16:19
INSCRICAD ESTADUAL INSURICAO USTADUAL DOSUBST TRIS ONP)
105271381 15.100.406/0001-13
DESTINATARIO/REMETENTE
NUAL RAZAD SOCTAL UNPICPY DATA DA UMISSAO
JOSE REALINO DE PAULA 762.141.176-72 04/06/2012
ENDURLCO 2 HAIRRO DISTRITO A e DATA DE ENTRADA SAIDA
UNIVERSIDADE FEDERAL DE GOIAS, S/N - SETOR UNIVERSITARIO 04/06/2012
MUNICTPIO FONL FAX U INSURICAD ESTADUAL HORA DU ENTRADA SAIDA
(Goiania GO
FATURA
[PAGAMF.NT() A VISTA ]
CALCULO DO IMPOSTO
BASE DU CALCULO DO IONS VALOR DO ICMS HASLE DU CALLCULO DO ICMS ST VALOR DO ICMS ST VALOR TOTAL DOS PRODU TOS
0,00 0,00 0,00 0,00 1.800,00
VALOR DO FRETE I\Xllll{l\(l\“.\‘l«l Il)(.\ll"\ll) I(I TRAS DUSPUSAS ACUSSORIAS VALOR DO 1M VALOR TOTAL DA NOTA
0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 1.800.00
TRANSPORTADOR/VOLUMES TRANSPORTADOS
RAZAD SOCIAL FRETE PORCONTA CODIGO ANTT PLACA DO VEICULD uy CUNPLOPH
9 - Sem Frete
UNDERECO I\'l NICTPIO e INSCRICAO ESTADUAL
QUANTIDADL II\I‘I\II I\'\H' A I\l'\f('l(\l‘ ALY INNHIK\ O I"l SOV LIOUIDG

DADOS DO PRODUTO/SERVICO

DI DUESCRICAU DO PRODUTOSERVICE NUM SH ST furoe] unio QT VLR UNIT VLR TOTAL BUIOMS VLR IOMS VLR 1P ::l\l: *:":
012 OLEO VEGETAL DE COPAIBA IN NATURA 12400006 | o101 | sto1 | LT 30.0000 60,000( 1.800.00)
1 30,0000 60.000¢

CALCULO DO ISSQN
INSURIC AO MUNICIPAL VALOR TOTAL DOS SERVICOS BASE DEF CALLULD DX ISSON VALOR DO ISSON

0000000 I I I ]
DADOS ADICTONAIS

INFORMACORS COMPLUMUENTARLS RUSURVADO ADFISL O
EMPRESA OPTAN PELO SIMPLES NACIONAL. NAO GERA DIREITO DE
IPI 5. CR 0O DE IOMS DE RS 22,50.
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Anexo B- Creme emulséo do tipo anidnica (Lanette®)

:/ Leviafarma
; CERTIFICADO DE ANALISES

Autorizacao de Funcionamento M.5.: 1.05486-1

PR

PAG: 1
PRODUTO: 2573-LANETTE N o
LOTE FABRICANTE: 0008195784 LOTE_INTERNO: 044790
FABRICANTE: BASF THE CHEMICAL COMPANY
PAIS DE ORIGEM: BRASTL GRUPO.....: COSMETICO
PROCEDENCIA: BRASIL FABRICACAO:23/02/2012/N.FISC:74559
CLIENTE: THERAPEUTICA PHARMACIA DE MA VALIDADE. .:22/02/2014  QTD: 7,000
C.A.S8.: 67762~27-0 / 68955-20-4
D.C.B.: N/A
D.C.I.: N/A .
DATA DE ANALISE: 15/10/2012
ENSAIOS REALIZADOS PELO FABRICANTE# )
TESTES ESPECIFICACOES RESULTADOS
Indice de hidroxila 187 a 205 mg/KOHg 200
pPH (1% sol.) 6,5 a 8,0 6,7
Ativo anionico(PMM 360) |8,70 a 10,0% 10,0
Aparencia Solido Pellets De acordo
\;' Cor Branco a levemente amarelado De acordo

ENSAIOS REALIZADOS PELA VIA FARMA-ORDEM DE FRACIONAMENTO: 44807¢%

TESTES ESPECIFICACOES RESULTADOS
PH (1% so0l.) 6,5 a 8,0 7,0
Aparencia Solido Pellets 3 De acordo
Corx Branco a levemente amarelado Branco

REF.BIBLIOGRAFICA:0 PRODUTO SEGUE METODOLOGIA DO FABRICANTE

REF.BIBL.VIA FARMA:FABRICANTE

ARMAZENAMENTO :MANTER HERMET.FECHADO/LOCAL SECO E AREJADO.
ADV.SEGURANCA:NAO SE APLICA
CONCLUSAO. : APROVADO

ESTE DOCUMENTO E UMA COPIA DO ORIGINAL !
SE HOUVER DUVIDA ENTRE EM CONTATO C/ NOSSO DEPTO.TECNICO.

Karina Pontes Martinho
Farmacéutica - Responsavel CRF-SP: 30.263

A assinatura é valida somente quando o mesmo estiver acompanhado da nota fiscal, -
£ importante manter este certificado em seus arquivos para eventuais consultas. Dilvidas e informades complementares, favor contatar nosso Controle de Qualidade pelo telefone: (11) 2067-5743
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Anexo C- Creme emulsao do tipo ndo-i6nica (Polowax®)

(4

/; Wviafarma
- CERTIFICADO DE ANALISES

Autorizagdo de Funcionamento M.S.: 1.05486-1

PAG: ]
PRODUTO : 937-POLAWAX NF-PA-(BR) (CRODA)
LOTE_FABRICANTE: 0000675046« LOTE_INTERNO: 043598
FABRICANTE: CRODA X
PAIS DE ORIGEM: BRASIL GRUPO.....: COSMETICO,,
PROCEDENCTA: BRASIL FABRICACAO:20/06/2012/N.FISC:68347
CLIENTE: THERAPEUTICA PHARMACIA DE MA VALIDADE. .:20/06/2014 QTD: 5,000
D.C.B.: N/A
D.C.IT.: N/A
DATA DE ANALISE: 12/07/2012
ENSAIOS REALIZADOS PELO FABRICANTE?
TESTES ESPECIFICACOES RESULTADOS
Cor Branco a creme De acordo
Odor % Caracteristico De acordo
Indice de acidez Max. 1,0 mg KOH/g 0,15
Indice de hidroxila 178 a 192 mg KOH/g 185,32
Indice de iodo (Wij's) |Max. 3,5 g I2/100g 0,12
.| Indice de saponificacao|Max. 14 mg KOH/g 9,97
=’ ponto de fusao 50 a 54 °C 53,0
Aspecto Pastilhas De acordo
pH (Sol. 3%) 5.50 a 7.00 6,23
ENSAIOS REALIZADOS PELA VIA FARMA-ORDEM DE FRACIONAMENTO: 443953
TESTES ESPECIFICACQOES RESULTADOS
Cor Branco a creme Branco
Indice de acidez Max. 1,0 mg KOH/g 0,16
Indice de iodo (Wij's) |Max. 3,5 g I2/100g 0,04
Indice de saponificacao{Max. 14 mg KOH/g 10,7
Ponto de fusao 50 a 54 °C 52
Aspecto Pastilhag De acordo
pH (Sol. 3%) 5.50 a 7.00 6,27

REF.BIBLIOGRAFICA:0 PRODUTO SEGUE METODOLOGIA DO FABRICANTE

REF.BIBL,VIA FARMA: FABRICANTE

x

ARMAZENAMENTO: MANTER HERMET. FECHADO / MANTER EM LOCAL SECO E AREJADO
ADV.SEGURANCA:NAO SE APLICA

CONCLUSRAO. : APROVADO

ESTE DOCUMENTC E UMA COPIA DO ORIGINAL !

SE HOUVER DUVIDA ENTRE EM CONTATO C/ NOSSO DEPTO.TECNICO.
[

3 Karina Pontes Warthho
! Farmacéutica - Responsavet CRF-SP: 30.263

: A assinatura é vélida somente quando o mesmo estlver acompanhado da nota fiscal.
£ importante manter este certificado em seus arquivos para eventuals Itas. Diividas e Informagod plementares, favor contatar nosso Controle de Qualidade pela telefone: {11) 2067-6743
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Anexo D- Conservante antimicrobiano (Nipagin®)

/

CERTIFICADO DE ANALISES

Autorizagdo de Funcionamento M.S.: 1.05486-1

164-NIPAGIN (METILPARABENO)
LOTE_FABRICANTE: M140813
FABRICANTE: TAIZHOU NUERCHENG
PAIS DE ORIGEM: CHINA
PROCEDENCIA: BRASIL

LOTE_INTERNO: 041914

GRUPO: 3"
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= P viafirma

INSUMC FARM.

FABRICACAO:13/08/2011-N.FISC:6659!

ENSAIOS REALIZADOS PELA

acetona e levenmente soluvel em agua

CLIENTE: THERAPEUTICA PHARMACIA DE MA VALIDADE. .:12/08/2014 QTD: 2,00t

NOME QUIMICQO: METILPARABENO

FORMULA MOLECULAR: C8H803

PESO MOLECULAR: 152,15

€A Bus 99-T6-3

DLE.B.t 95809

D.C.I.: N/A

DATA DE AWALISE: 16/02/2012
ENSATIOS REALIZADOS PELQO FABRICANTES
TESTES ESPECIFICACOES RESULTADOS
Aparencia Po cristalino De acordo
Cox Branco De acorxdo
Aparencia da solucao Limpida De acordo
Identificacao Pagssa teste BP 2002 De acordo
Ponto de fusao 125 & .28 °¢ %25,8-126,
Acidez Max. 0,1 mg/g <0,1
Cinzas sulfatadas Max. 0,1% 0,05
Substancias relatadas Passa teste (UV em 254 nm) De acordo
Teor 99,0 a 101,0% 99,31
Solubilidade Facilmente soluvel em alcool, eter, |De acordo

VIA FARMA-ORDEM DE FRACIONAMENTO: 438481

TESTES ESPECIFICACOES RESULTADQOS
Aparencia Po cristalino De acordo
Cor Branco De acordo
Aparencia da solucao Limpida De acordo
Identificacao Passa teste BP 2002 De acordo
Ponto de fusac 125 a. 128 °C - 126

Acidez Max. 0,1 mg/g <0,1
Cinzas sulfatadas Max. 0,1% 0,0

Teor 99,0 a 101,0% 100,6
Solubilidade Facilmente soluvel em alcool,

eter;
acetona e levemente soluvel em agua

De acordo

REF . BIBLIOGRAFICA:O PRODUTO

REF.BIBL.VIA FARMA:BP 2002

ARMAZENAMENTO : MANTER HERMET.
ADV.SEGURANCA:NAO SE APLICA
QQNCLUSAO.:

APROVADO

*

! ESTE DOCUMENTO E UMA COPIA DO ORIGI
IDA/ENTRE EM CONTATO C/ NOSSO D

SE HOUVE

Karina Pontes Martinho
Farmacéutica Responsavel CRF-8P: 30.263

SEGUE METODOLOGIA BP 2002

FECHADO/LOCAL SECO/AREJADO/ABRIGO DA LUZ

Léia Fontes Rios
Famacéutica Responsavel pela Unidade da
Qualidade CRF-SP: 49372

Ag acsinatiras e vaiidas samante nnanda a masma estivar achmnanhada da nnta ficeal



Anexo E- Conservante antimicrobiano (Nipazol®)

FAGRON

&

CERTIFICADO DE ANALISE DO CONTROLE DA QUALIDADE

Autorizacao de Funcionamento M.S.: 1.01284-7

Autorizagao Especial de Funcionamento M.S.: 1.20182-2

Insumo: NIPAZOL (Propil Parabeno) BPIUSP/NF
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Pagina 18/2§

fmpressao 19/06/12 17:02
NF. 262.071 de 19/06/2012

Lote
Lote Fah; 20110218
Formula : C10 H12 O3
pCB

20110219 #6 /

Origem : China
Procedencia : China
PM : 180,2

CAS :94-13-3

DCI : N.D.

,_,’
Fabric : 19/02/2011>
Validade : 18/02/2014 —

Frac: 608273 16/06/2012

Categoria Terapeutica ADJUVANTE FARMACOTECNICO, CONSERVANTE DE FASE OLEOSA EM (COSMETICO)

Ensaio Especificacao Resultado
Y DESCRICAO PO CRISTALINO BRANCO. (BP) DE ACORDO
* SOLUBILIDADE - MUITO POUCQ SOLUVEL EM AGUA. (USP/ EP) DE ACORDO
- FACILMENTE SOLUVEL EM ALCOOL, METANOL E ETER. (USP/ EP)
- POQUCO SOLUVEL EM AGUA FERVENTE. (USP)
* IDENTIFICACAQ A) PONTO DE FUSAQ: 96°C - 99°C. 99°C
. A) POR ESPECTROFOTOMETRIA NO INFRAVERMELHO .(USP) DE ACORDO
D) REACAQ DE COR. (BP)
* DOSEAMENTO 98.0% - 102,0% (POTENCIOMETRIA) 100,29%
* ACIDEZ MAXIMO 0,1 mL NaOH 0,1 M.(USP/BP) 0.1mL NaQH
~X DENSIDADE APARENTE 0,8431 g/mL.
* CINZA SULFATADA  [MAXIMO 0,1%. (USP/ BP) 0,03%
* AP. DA SOLUGCAO A SOLUCAO E CLARA E NAO MAIS INTENSA QUE A COR DE REFERENCIA  |DE ACORDO
BY6.
ENSAIOS ADICIONAIS REALIZADOS PELQ FABRICANTE
SUBS. RELATADAS  [ULTRAVIOLETA EM 254 nm. DE ACORDO
IMP,ORG.VOLATIL CUMPRE COM REQUERIMENTO. DE ACORDO
MONOGRAFIA . BP 2008 PAG. 1837 E 1838.
USP 32 PAGS. 928,1329 E 1330.
LAUDO ORIGINAL DO FABRICANTE CUMPRE COM BP2000 /USP24 /NF19.
NOMENCLATURA - NIPAZOL {Propil Parabeno) '
NOME QUIMICO . Propyl 4-hydroxybenzoate. .
Ficha de Segurancga
SEGURANCA : CONSERVAR EM RECIPIENTE BEM FECHADO. ARMAZENAR EM TEMPERATURA ABAIXO DE 40°C,

PROTEJA DA LUZ.

Parecer Tecnico

: DENTRO DOS ITERS PESQUISADOS, O LLOTE CUMPRE COM AS ESPECIFICACOES

OBS(M06 ensaivs assinaladoys foram realizados no Labaratorio de Controle de Qualidade FAGRON e 08 demals @stdo em conformidade com o Cectif.de Analise do Fabricant

Dra. Ke ?

1f & 7 4 AT
}[ - A \/,.’(» 3

e NG

na de Lima Oliveira

Farmacéutica Responsdvel Técnica *
CRF-SP: 52.472

As assinaturas s3o validas somente ‘quando acompanhadas de nota fiscal

Fagron do Brasil Farmacéutica Ltda.
Rua: Jurupari, 775 - Id. Oriental - S3o Paulo - SP Cep 04348-070

Tel.:11 5033-3700 - Fax: 11 5033-3711 - fagron@fagron.com.br - www.fagron.com.br / www.compoundingmatters.com
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Anexo F- Notificacdo de aprovacéao do projeto pela CEUA/ UFG

Prezada Pesquisadora Maria Juiva Marques de Faria,

comunicamos gque o Protocolo n. 063/12, intitulade Extracdo de Bioprodutos de Plantas do Cerrado e Aplicagcdo na Producdo Animal Sustentavel
(SAPP 036682)., foi Aprovado pela Comissdo de Efica no Uso de Animais/ CEUA-PRPPG-UFG.

Reiteramos a importdncia desse Parecer Consustanciado, e lembramos que o(a) pesquisador(a) responsavel devera encaminhar 8 CEUA-PRPPG-UFG um Relatdrio
Final baseado na conclusio do estudo e na incidéncia de publicacBes decorrentes deste, de acordo com o disposto na Lei n® 11.794 de 08/10/2008, & Resolucio

Mormativa n® 01, de 09/07/2010 do Conselho Nacional de Controle de Experimentacéoe Animal-CONSEA.

Atenciosamente,

Comissdo de Etica no Uso de Animais/CEUA
Pro-Reitoria de Pesquisa e Pos-Graduacdo/PRPPG

Universidade Federal de Goids/UFG
(62)3521-1215
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APENDICE

Apéndice A- Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE), preconizado
pelo CEUA/ UFG assinado pelo responséavel da granja leteira.

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Meu nome €& Maria Juiva Marques de Faria, sou Farmacéutica-
Bioguimica e aluna no programa de pds-graduacao em Ciéncias Farmacéuticas
na Universidade Federal de Goias (UFG), atuo na area de PD&l de
bioprodutos.

Apo6s ler com atencédo este documento e ser esclarecido (a) sobre as
informacbes a seguir, no caso de aceitar fazer parte do estudo, assine em
todas as folhas, as quais estdo em duas vias. Ressaltando que, também sera
assinado por mim, os pesquisadores. Uma das vias € sua e a outra € dos
pesquisadores responsaveis.

Em caso de duvida sobre a pesquisa, vocé podera entrar em contato
com os pesquisadores responsaveis, Maria Juiva Marques de Faria (Faculdade
de Farmacia/ UFG), Prof. Dr. Edemilson Cardoso da Conceicdo (Faculdade de
Farmacia/ UFG), Prof. Dr. José Realino de Pauia (Faculdade de Farmacia/
UFG) e Prof. Dra. Carla Afonso da Silva Bitencourt Braga (Instituto de Patologia
Tropical e Saude Puablica/ UFG). Telefones de contato: 3209-6183 e 3209-
6361. Em caso do animal que participara dos experimentos passar por alguma
intercorréncia nos finais de semana, telefone de contato pessoal: (62) 8301-
0803 e (62) 9134- 0977.

Em caso de duvidas sobre os seus direitos de proprietario (a) dos
animais nesta pesquisa, vocé podera entrar em contato com o Comité de Etica
em Pesquisa da Universidade Federal de Goias, nos telefones: (62) 3521-1215
ou no endereco: Pro-Reitoria de Pesquisa e Poés-Graduacdo/PRPPG-UFG,
Caixa Postal: 131, 5rédio da Reitoria, Piso 1, Campus Samambaia (Campus
II)- CEP:74001-970, Goiania — Goias.

INFORMAGOES IMPORTANTES QUE VOCE PRECISA SABER SOBRE A
PESQUISA:
o Titulo: Desenvolvimento de um bioproduto a partir de oleorresina de
copaiba (Copaifera sp) para o tratamento de mastite bovina.

Pesquisadores Responsaveis: Maria Juiva Marques de Faria, Prof. Dr,
Edemilson Cardoso da Conceigdo, Prof. Dr. José Realino de Paula e Prof? Dr?
Carla Afonso da Silva Bitencourt Braga. Telefones de contato: 3209-6182;
3209-6361. Em caso do animal que participara dos experimentos passar por



alguma intercorréncia nos finais de semana, telefone de contato pessoal: (62)
8301-0803 e (62) 9134- 0977.

. Objetivos da pesquisa: Desenvolver um bioproduto a partir da
oleorresina de copaiba (Copaifera sp) com proposta de tratamento alternativo
para mastite bovina.

. Quem participara do projeto: Vacas de racas variadas, sem o uso de
qualquer tipo de medicagdo, aparentemente saudaveis, podendo ser
primiparas ou pluriparas, de idade variada e no maximo com 2/3 do estagio de
lactacao.

° Detalhe do procedimento: Para iniciar os testes precisara da autorizagéo
do (a) proprietario (a). Serdo utilizados no total 30 animais, dos quais 10 serao
submetidos ao tratamento com a formulagdo de oleorresina de copaiba, 10
serao tratados com medicamento do mercado (controle positivo) e 10 serédo o
grupo controle placebo, o qual recebera o veiculo do bioproduto sem principio
ativo para verificar que os supostos efeitos sdo produzidos somente pela
oleorresina de copaiba.

. Metodos empregados para promover o bem-estar fisico e mental dos
animais: Os animais serdo alojados em locais em que j& estao habituados, com
alimentacdo e agua a vontade para suprirem suas exigéncias nutricionais. Os
mesmos nao serao isolados, tendo proximos e a vista os demais individuos de
seu grupo. Durante o periodo de tratamento com o bioproduto, os animais que
apresentarem piora no quadro clinico serao retirados do experimento e tratados
com produtos do mercado. Todos os colaboradores, assim como o (s)
proprietario (s) da granja leiteira, serédo instruidos para adotarem praticas de
manejo racional na lida com os animais.

. Destino dos animais apds a experimentacdo: Os animais ndo serao
eutanasiados e permanecerdo nas dependéncias das propriedades rurais a
que pertencem. Logo, os proprietarios nao terdao nenhum prejuizo quanto aos
mesmos.

. Beneficios e riscos que poderdo ser obtidos: Beneficio para propriedade
leiteira: realizara triagem do leite por meio do teste de California Mastitis Tests
(CMT) e Wisconsin Mastitis Test (WMT) de todas as vacas em periodo de

lactagao. Ja em relagdo ao teste com o bioproduto, acredita-se que os riscos
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serdo minimos, visto que ja se sabe o efeito antimicrobiano da oleorresina de
copaiba. Ja os beneficios serdo imensos, principalmente se 0 medicamento
tiver efeito € ndo deixar residuo no leite dos tetos nédo tratados, se tornando
uma excelente opgao de tratamento para o produtor.

. Cronograma (Periodo estabelecido para coleta de dados ou duragdo do
experimento): A parte experimental e as coletas de dados serdo realizadas de
janeiro a novembro de 2013.

® Néo havera qualquer despesa para o proprietario com a participacdo
nesta pesquisa, nem havera nenhum tipo de pagamento ou gratificagéio
financeira pela sua participagao na mesma.

» O proprietario {(a) da granja leiteira tem a inteira liberdade de ndo aceitar
a participar do projeto, bem como de retirar o consentimento no
desenvolvimento da pesquisa.

® Ao término do projeto, o proprietaric (a) sera informado (a) dos
resultados obtidos.

Warnia fuive, Manaua o T

ﬂMaria Juiva Ma/rques de Faria

J%{ﬂu u&(/\,'\' Y‘\\\/

Prof Dr. Edemilson Cardoso da Conceigdo

Prof. Dr. José Realino de Paula
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CONSENTIMENTO DA PARTICIPAGAO DA PESSOA COMO SUJEITO DA
PESQUISA

%

Eu, XN S
RG_UAGDING, . CPF_ 1% d%% M

concordar em participar do estudo Desenvolvimento de um bioproduto a

A )

=
M3 Q0 | abaixo assinado, por

partir de oleorresina de Copaifera sp para o tratamento de mastite bovina,
sob a responsabilidade da Maria Juiva Marques de Faria, Prof. Dr. Edemilson
Cardoso da Conceicdo e Prof. Dra. Carla Afonso da Silva Bitencourt Braga,
como proprietario dos animais utilizados nos estudos. Fui devidamente
informado (a) e esclarecido (a) pela Maria Juiva Marques de Faria sobre a
pesquisa, os procedimentos nela envolvidos, assim como 0s possiveis riscos e
beneficios decorrentes da participagdo dos animais. Foi me garantido gque
posso retirar meu consentimento a qualquer momento, sem que isio leve a
qualquer penalidade.

Local e data

Cémoww\» JO/Uﬁamu%e v 2013

N%rrge a sina'turaAgég)\r:ﬂ\%_l da granja leiteira:
AR SN TR R ’\*\(\t{b

Nome e assinatura do Pesquisador Responsavel:

L4 % 4 o : g
Meova f{}mua, mmq{wa oo T,
ria Juiva Margues de Faria

X

bl

Prof Dr. Edemilson Cardoso da Conceigao
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Prof® Dr® (Mnse—drﬁﬁvg’mun Braga >

;%‘u,u
- 3 ‘-// ‘7

Prof. Dr. José Realino de Paula

Presenciamos a solicitagdo de consentimento, esclarecimento sobre a

besquisa e aceite do sujeito em participar.

Testemunhas (n&o ligadas a equipe de pesquisadores):

Nome:

Notharia "12,.‘\‘,‘5.‘“,. Snm-hn.cjn
Assinatura:

Mo thonia ?d&nﬁ.m_amﬁngs
Nome: >
MMMJ
Assinatura: .

Snnmand Lol Maver Campen

Observactes complementares:




