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RESUMO

O conhecimento dos fatores que determinam a variabilidade quimica de cada espécie
vegetal é muito importante, principalmente para aquelas de interesse medicinal. Copaifera
langsdorffii Desf. possui elevado nimero de propriedades terapéuticas atribuidas ao 6leo-
resina dos troncos. A acdo antibacteriana tem mostrado resultados contraditorios,
provavelmente ocasionados pelos fatores ambientais e fisiologicos em que as plantas se
encontram. O perfil quimico de C. langsdorffii foi determinado em duas areas de cerrado
(conservada e antropizada em diferentes fases. As fenofases vegetativa (queda foliar e
brotamento) e reprodutiva (floragéo e frutificacdo) foram quantificadas pelo indice de
intensidade de Fournier de agosto de 2013 a julho de 2014. Para obtencdo dos Oleos
essenciais, 0s Oleos-resina foram submetidos ao processo de hidrodestilagdo, em aparelho
tipo Clevenger adaptado. As caracterizagdes quimicas dos componentes dos OGleos
essenciais foram realizadas por cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas
(CG/EM). A concentracao inibitéria minima (CIM) do 6leo essencial foi obtida usando o
método de microdiluicdo em caldo nas concentragdes de 512 a 8ug/mL. Para avaliar o 6leo
como potencializador da resisténcia de antibidticos da classe aminoglicosideos foram
utilizados as linhagens bacterianas que obtiveram CIMs < 512 pg/mL nas concentragdes de
2,500 a 2,5 pg/mL. A fase reprodutiva ocorreu apenas na area antropizada. A queda foliar
foi a Unica fenofase a apresentar correlagdo com a pluviosidade. Os 6leos essenciais das
duas areas tiveram rendimentos variando de 5,1 a 28,8%; com maiores rendimentos no
final do periodo chuvoso coincidindo com a fenofase de frutificacdo na area antropizada e
presenca de apenas folhas na area conservada. Foram identificados 42 constituintes
quimicos, sendo 27 comuns para as duas areas. Observou-se variabilidade na composicéao e
concentracdo dos compostos, influenciada pela sazonalidade e/ou pela fenologia. Os
principais constituintes foram [-cariofileno, a-humuleno, germacreno B e o ¢Oxido de
cariofileno os quais apresentaram alteracbes nos teores durante todas as coletas,
acarretando diferentes resultados antibacterianos. Na estacdo chuvosa 0s 6leos essenciais
apresentaram melhores atividades contra a Gram-negativa E. coli enquanto que no periodo
de estiagem foram para S. mutans e a multirresistente E. coli 27. Na associa¢do do éleo
essencial com os antibioticos aminoglicosideos houve atividade sinérgica e antagonica.

Palavras-chave: Copaifera langsdorffii, fenofase, Oleo-resina, sazonalidade, &rea

conservada, area antropizada.
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ABSTRACT

know the factors that determine the chemical variability of each plant species is very
important particularly for those of the medical interest.Copaifera langsdorffii Desf. has
high number of therapeutic properties attributed to the oil-resin of the stem. The
antibacterial action has shown contradictory results, probably caused by environmental and
physiological factors in which the plants are. The chemical profile of C. langsdorffii was
determined in two areas of brazilian cerrado (preserved and anthropized at different
stages). The vegetative phenophases (leaf fall and sprouting) and reproductive (flowering
and fruiting) were quantified by Fournier intensity between august 2013 to july 2014. For
extraction of essential oils, resin oils were subjected to hydrodistillation process in adapted
Clevenger apparatus. The chemical characterization of the essential oil components were
performed by gas chromatography coupled with mass spectrometry (GC/MS). The
minimum inhibitory concentration (MIC) of essential oil was obtained using the
microdilution broth method in concentrations of 512 to 8mg/mL. To evaluate the oil as
enhancer of aminoglycoside antibiotics resistance class bacterial strains were used which
had MICs < 512mg/mL at concentrations from 2.500 to 2.5mg/mL .To assess the oil as
enhancer of the class of aminoglycoside antibiotics were used the lineage bacterial who
obtained MICs < 512mg/mL at concentrations of 2.500 to 2.5mg/mL The reproductive
phase occurred only in anthropized area. Leaf fall was the only phenology to present
correlation with rainfall. The essential oils from two areas had yields ranging from 5.1 to
28.8 %; with higher yields at the end of rainy season coinciding with fruiting phenology in
the anthropized area, and in the preserved area, the presence of only leaves. Were
identified 42 chemical constituents, 27 common to both areas. Was observed variability in
the composition and concentration of the compounds influenced by climatic conditions
and/or the phenology. The main constituents were [-caryophyllene, a-humulene,
germacrene B and caryophyllene oxide, which presented alterations in the levels during all
collections, eading to different antibacterials results. In the rainy season the Essential Oils
presented Best Activities against Gram-negative E. coli while in the dry season were to S.
mutans and multidrug-resistant E. coli 27. In the association of essential oil with
aminoglycoside antibiotics there was synergistic and antagonistic activity.

Key words: Copaifera langsdorffii, phenology, oleoresin, seasonality, conserved area,
anthropized areas.
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1 INTRODUCAO

Muitas comunidades tradicionais possuem uma vasta farmacopeia natural devido a
variedade de recursos vegetais, que sdo muitas vezes utilizados como Unico meio
terapéutico disponiveis para o tratamento e cura de enfermidades (AMOROZO, 2002;
MACIEL et al., 2002). Boa parte desses recursos estdo inseridos em ambientes naturais
ocupados por essas populagdes ou em ambientes antropicamente alterados (AMOROZO,
2002).

Plantas que ocorrem em diferentes condi¢cGes ambientais apresentam variagao
qualitativa e quantitativa dos constituintes quimicos responsaveis pelas atividades
bioldgicas (JORGE et al., 2004; DUARTE et al., 2004; LIMA et al., 2006; HIRUMA-
LIMA et al., 2006; CERQUEIRA et al., 2009; ALMEIDA, 2014). Considerando que essa
variacdo decorre da interacdo entre as plantas e o ambiente, a sintese de compostos
quimicos é frequentemente afetada por condi¢cbes ambientais (KUTCHAN, 2001,
GOBBO-NETO; LOPES 2007).

Entre os principais fatores que interferem no conteddo quimico total e nas
proporgdes relativas dos compostos quimicos presentes em plantas estdo a sazonalidade
(SANTOS et al., 2009; SANTANA, 2013; ALMEIDA, 2014), o ritmo circadiano (BLANK
et al., 2005, SOUZA et al., 2010), a fase fenoldgica (LAGO et al., 2007; MURAKAMI,
2009; INACIO, 2013), a composicdo do solo (DUARTE et al., 2010; BARBOSA et al.,
2012; REZENDE et al., 2013) e a radiacio solar (GOUINGUENE; TURLINGS 2002;
OLIVEIRA, 2006; NASCIMENTO, 2010). E importante ressaltar que plantas encontradas
em areas antropizadas estdo excessivamente expostas a fatores estressantes devido a
modificacdo do habitat em que as mesmas estdo inseridas, ocorrendo aumento dos niveis
de luz, temperatura, umidade e vento nos locais afetados (PRIMACK; RODRIGUES
2001).

O conhecimento dos fatores que determinam a variabilidade quimica de cada
espécie vegetal é muito importante, principalmente, para aquelas de interesse comercial e
medicinal, colaborando com o aperfeicoamento das condigdes de cultivo e o
estabelecimento da época de colheita para a obtencdo de produtos com concentragdes
desejaveis de compostos quimicos que se adequem as necessidades do mercado e das

comunidades (FIGUEIREDO et al., 2009). Entretanto, poucos sdo os estudos que avaliam
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as variages quimicas das espécies ocasionadas por fatores ambientais em conjunto com os
eventos fenoldgicos (MURAKAMI, 2009; VALENTINI et al., 2010; INACIO, 2013).
Entre as espécies que apresentam grande versatilidade (ALBUQUERQUE et al.,
2007; MACEDO, 2013; RIBEIRO et al., 2014) destaca-se Copaifera langsdorffii Desf.
com elevado nimero de propriedades terapéuticas atribuidas ao dleo-resina presente no
tronco de seus individuos. Entre as principais atividades descritas para este exsudato, a
acdo antibacteriana tem mostrado resultados contraditorios. (SANTOS et al., 2008;
MENDONCA; ONOFRE, 2009; MASSON, 2011; PIERI, et al., 2012a). A auséncia de
reprodutibilidade da atividade antibacteriana de diferentes espécies vegetais pode estar
associada aos diferentes fatores ambientais e fisiolégicos em que os individuos se
encontram, podendo alterar a composicao quimica da planta (INACIO, 2013).
Considerando a importancia medicinal dessa espécie para as comunidades e a
escassez de pesquisas referentes a composicdo quimica do 6leo essencial do éleo-resina em
diferentes fases fenoldgicas e seu efeito no potencial antibacteriano, esse estudo tem como
objetivo contribuir com informac6es sobre o perfil quimico de C. langsdorffii durante um
ano em uma area conservada e outra antropizada, avaliando as varia¢Ges quimicas durante
as fases fenoldgicas e em periodos sazonais distintos, verificando a atividade antibacteriana

dos 6leos provindos de cada area.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Variacdo dos compostos quimicos relacionados as fenofases e aos fatores

ambientais

A producdo de compostos quimicos durante o desenvolvimento das plantas pode
ser afetada pela temperatura, precipitacdo, ventos fortes, altitude, solo, radiacdo, época de
coleta e outros fatores de estresse (GOBBO NETO; LOPES, 2007; LIMA et al., 2003),
podendo ocasionar variabilidade no contetdo total bem como nas proporg¢des relativas dos
compostos quimicos, principalmente de Oleos essenciais. Essa variacdo tem grande
importancia porque as substancias quimicas presentes nos Oleos tém significado
biossistematico, fisiologico, ecoldgico, terapéutico e implicacdes evolutivas
(GERSHENZON et al. 1978; BAKKALI et al., 2008; EDRIS, 2007; LAHLOU, 2004).

Os efeitos da sazonalidade em plantas anuais podem ser confundidos com
alteracdes metabdlicas sob controle do processo de desenvolvimento vegetal, controlado
por processos fisioldgicos. Desta forma, € importante ressaltar que alguns fatores
apresentam correlagdes entre si e ndo atuam isoladamente, podendo influir em conjunto na
composi¢do quimica, como por exemplo, a fase fenoldgica e sazonalidade (GOBBO
NETO; LOPES, 2007).

O desenvolvimento vegetativo e reprodutivo, assim como o periodo de ocorréncia,
intensidade e duracdo das fenofases de floracdo e frutificacdo séo irregulares, variando
entre espécimes e dentro de um mesmo individuo. Essa variacdo € ocasionada pela
interacdo de fatores abidticos e biodticos (SILVA, 2005). Os fatores abi6ticos consistem em
disponibilidade hidrica e irradiacdo luminosa (OPLER et al., 1976; REICH; BORCHERT
1984; WRIGHT; VAN SCHAIK, 1999), enquanto que os bidticos incluem reproducdo
cruzada entre individuos, abundancia de polinizadores dispersores e predadores de
sementes (SNOW, 1965; TOREZAN-SILINGARDI, 2007).

Os fatores ambientais que interferem na producdo e concentracdo de compostos
quimicos assim como nos eventos fenoldgicos, em areas antropizadas sao potencialmente
amplificados como maior incidéncia de luz, ventos, temperatura, ataques de herbivoros e
patdgenos e variagdes na estrutura fisica do solo. Estas mudancas podem acarretar na
evolucéo de algumas plantas em resposta a condi¢cdes ambientais sob as quais viveram ao

longo do tempo resultando em grande variabilidade genética, o que pode promover
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diferencas quimicas intraespecificas nos 6leos volateis de plantas da mesma espécie
(LAHLOU, 2004). Esta situacdo é evidenciada em Lippia alba, encontrada em diferentes
localidades geograficas sob influéncia de diferentes tensdes ambientais, isto ocasionou
variacdo da composicdo quimica dos 6leos esséncias, de acordo com o local de ocorréncia
da espécie, ao ponto de ter sido sugerido a nomenclatura de quimiotipos separados por seus
elementos quimicos predominantes (TAVARES, 2005). A incidéncia e ataques de
herbivoros e patdgenos estdo também relacionados com a variacdo quimica de Oleos
essenciais. Um exemplo seria a produ¢do de B-cariofileno que é particularmente efetivo
contra lepidopteros e de seu 6xido, que atua diretamente na inibicdo de fungos (WANG;
LANGENHEIM, 1990).

Entre os estudos considerando as variacdes quimicas ocasionadas por fatores
ambientais, em conjunto com os eventos fenoldgicos, podem ser referidos os realizados
com Chromolaena laevigata (MURAKAMI, 2009), Hypericum perforatum (SCHWOB et
al., 2004) e Guarea macrophylla (LAGO et al., 2007). Os 0leos essenciais das duas
primeiras espécies extraidos das folhas na fenofase de frutificacdo e de G. macrophylla
também da fenofase de floragdo apresentaram maior nimero de compostos quimicos em
relacdo a quantidade de constituintes identificados nos outros eventos fenoldgicos. Tais
resultados podem estar relacionados com o favorecimento da polinizacdo e disperséo
(LAGO et al. 2007), ja que a producdo de compostos volateis, como 0s terpenos
oxigenados, sdo reconhecidos pelo aparelho olfativo de alguns agentes polinizadores
(GERSHENZON; DUDAREVA 2007). Pesquisa realizada com Lipia alba em condicdes
de cultivo semelhantes demonstrou que o rendimento do 6leo e os teores dos componentes
majoritarios sdo maiores na fase de crescimento vegetativo (TAVARES et al., 2005).

Vaérios trabalhos associam as variacdes quimicas aos eventos de variagGes sazonais
(MACHADO et al., 2003; FRIZZO et al., 2004; SCHWOB et al., 2004; BARROS,
ZAMBARBA, HEINZMANN, 2009; BARBOSA et al., 2012; SILVA et al., 2013).
Entretanto, no estudo de Oliveira et al.(2006), os 6leos essenciais de 6leo-resinas extraidos
de Copaifera reticulata, Copaifera duckei e Copaifera martii apresentaram variacfes das
concentracfes das substancias independentemente do periodo de chuvas, embora os
maiores teores do composto B-cariofileno tenham sido observados em margo a abril,
periodo de maior preciptacdo pluviométrica.

Considerando a sazonalidade (estagdes seca e chuvosa) em trés areas em Sdo Paulo

(duas éareas de floresta estacional semidecidua e uma area de cerrado strictu sensu),
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Almeida et al. (2014) compararam os perfis fitoquimicos dos dleos essenciais das folhas de
C. langsorffii. As plantas das florestas estacionais semideciduais mostraram diferencas no
perfil fitoquimico obtido em periodos secos e chuvosos. Os teores de monoterpenos e
sesquiterpenos diminuiram na estacdo chuvosa. No cerrado strictu sensu ndo houve
diferencas significativas na composi¢cdo quimica dos compostos volateis. Os mesmos
autores concluiram que fatores ecofisiolégicos devem ser considerados ao se discutir
variacdes quimicas em plantas, ja que a sazonalidade nédo foi a principal causa da variacéo
total do teor dos Gleos essenciais das folhas de C. langsdorffii, em diferentes formacGes do
cerrado.

Sabendo-se dos inumeros fatores que podem levar a variacdo qualitativa e
quantitativa de compostos quimicos, fica clara a necessidade de estudos visando detectar as
condigdes e épocas para cultivo e/ou coleta que conduzam a uma matéria-prima vegetal
com concentracGes desejaveis de principios ativos (GOBBO NETO; LOPES, 2007).

2.2 Oleo essencial de Copaifera langsdorffii Desf.

2.2.1 Copaifera langsdorffii

Copaifera langsdorffii Desf. € uma espécie arbdrea pertencente a familia Fabaceae,
(Leguminosae), encontrada desde o nordeste da Argentina até a Venezuela (ALMEIDA et
al., 1998; LORENZI, 2000). No Ceara, C. langsdorffii cresce nas caatingas do sul do
estado e sobre a Chapada do Araripe (BRAGA, 1976), onde é conhecida popularmente
como pau d’6leo ou poddi. Nas demais regides € chamada vulgarmente de copaiba,
cupalba e cupitiva (CORREA, 1984; LORENZI, 1992). C. langsdorffii é uma espécie
adaptavel as condicOes edaficas, ocorrendo tanto em areas de solo fértil e bem drenado
quanto em areas de solo pobre, acido e alico do Cerrado. E uma espécie helidfita ndo
pioneira, podendo ser utilizada em programa de recuperacdo de areas desmastadas ou em
matas com dossel em fechamento (SALGADO et al., 2001).

No Brasil estudos da organizacdo de comunidades vegetais que continham
individuos de C. langsdorffii demostraram variacdo dos parametros fitossocioldgicos
(frequéncia, densidade e dominancia) entre as fitofisionomias e entre diferentes regides.
Em Tocantins, apresentou valores de densidade e dominancia relativas de 0,30 e 0,05%,
respectivamente (BRITO et al.,2008). No Mato Grosso (KUNZ et al.,2009) apresentou

18



valores de frequéncia, densidade e dominancia relativas de 1,9, 3,1 e 5,8%
respectivamente, enquanto em Minas Gerais (ALVES et al., 2013) foram obtidos 1,4, 1,0 e
3,4%, e no Parana (QUIQUI et al., 2007) de 1,1, 0,4 e 0,1%.

Levantamentos e inventarios floristicos no nordeste registram a ocorréncia do pau
d“6leo em Pernambuco (COSTA; JUNIOR, 2008), Piaui (ALVES et al., 2013), Maranh&o
(CONCEICAO; CASTRO, 2009) e Ceara (MACEDO, 2014). No Maranh&o a espécie foi
considerada rara apresentando dominancia de 0,07%, densidade de 0,04% e frequéncia de
0,12%. No Ceara, os individuos encontrados no cerrado senso stricto da Chapada do
Araripe apresentaram valores superiores, com dominancia de 6,35%, densidade de 3,47% e
frequéncia de 5,39% (MACEDO, 2014).

Na maioria dos estudos etnobotanicos, C. langsdorffii € uma das plantas mais citada
pelas populacBes entrevistadas, devido os beneficios oferecidos pelo Oleo-resina
(ALBUQUERQUE; ANDRADE 2002; PASA, 2005; RIBEIRO, 2014; FERNANDES,
2014). O ¢6leo de copaiba como €é popularmente chamado (VEIGA-JUNIOR; PINTO,
2002) é um fitoterapico utilizado para os tratamentos de gripes, tosses, resfriados, dores no
corpo, feridas abertas, quebraduras e alergias (VEIGA-JUNIOR; PINTO, 2002; PASA et
al., 2005; RIBEIRO et al., 2014).

2.2.2 Oleo-resina de Copaifera langsdorffii

O oOleo-resina € encontrado em pequenas bolsas distribuidas nas folhas e no xilema
primario, cuja secrecdo ocorre em canais axiais do tipo esquizdgenos, formados a partir do
afastamento das células parenquimaticas (MARCATI et al., 2001). Esses canais sdo
organizados na posicdo vertical e interconectados de tal forma que o éleo-resina drena
quando um deles é perfurado (ALENCAR, 1982; SAMPAIO, 2000). E extraido através de
trés métodos, por meio da extracdo tradicional, no qual uma grande abertura do tronco da
arvore é realizada, o que inutiliza a planta e desperdica grandes quantidades de 6leo, pela
extracao total que retira todo o 6leo a partir de arvores derrubadas e abertas e pela extracéo
racional atraves de uma pequena abertura no tronco da arvore utilizando-se um trado onde
é inserido um cano que conduz o 6leo para o exterior, facilitando futuras extrac@es e que é

a mais adequada, podendo ser realizada de modo sustentavel, (ALENCAR, 1982).
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Resultante da desintoxicacdo do organismo vegetal o 6leo-resina funciona como
defesa da planta contra animais, fungos e bactérias (ALENCAR, 1988). Esse exsudato €
utilizado como medicamento natural pela populacdo nativa dos locais de sua ocorréncia,
com relatos sobre esta pratica desde o século XVI (VEIGA JR ; PINTO, 2002). Além de
ser utilizado na qualidade de componente de produtos, tais como pomadas e xaropes, €
também consumido in natura, por administracdo oral ou aplicacdo topica (VEIGA JR. et
al., 1997, VASCONCELOS; GODINHO, 2002).

Devido as suas aplicacdes medicinais, a constituicdo do 6leo-resina extraido do
tronco de C. langsdorffii vem sendo largamente investigada. Esse esxudato consiste de
grandes quantidades de Oleos volateis (principalmente de sesquiterpenos), resinas ndo
volateis e pequenas quantidades de acidos (YAMAGUCHI; GARCIA, 2012). Até o ano de
2012 foram descritos 110 sesquiterpenos e 42 diterpenos presentes nos 6leos-resina das
espécies do género Copaifera (LEANDRO et al., 2012).

Os principais sesquiterpenos encontrados no Oleo-resina da copaiba sdo [-
cariofileno, p-bisaboleno, a-humuleno, o e B-selineno, a-bisabolol, B-elemeno, y-cadineno
¢ o a-cadinol (VEIGA JUNIOR; PINTO, 2002; OLIVEIRA et al., 2006; RAMOS, 2006;
LEANDRO et al., 2012). Entre esses constituintes, o p-cariofileno € considerado um
marcador quimico dos Oleos-resina das espécies de Copaifera. Os diterpenos mais
presentes sdo os acidos hardwickico, colavenol, copaiferélico, calavénico, patagdnico,
copalico e copaiférico. O acido copalico é usado como marcador quimico do oOleo-resina
dessas plantas (MACIEL et al., 2002; VEIGA JUNIOR; PINTO, 2002; ARAUJO JUNIOR
et al.,, 2005). A combinacdo de sesquiterpernos e diterpenos pode ser responsavel pela
resisténcia da planta a ataques por insetos e bactérias (PLOWDEN, 2004).

2.2.3 Oleo essencial de Copaifera langsdorffii

Alguns trabalhos relatam varia¢Ges na constituicdo quimica do 6leo essencial entre
plantas do género Copaifera, entre as diferentes partes de um espécime, em individuos de
uma mesma populacdo e em ambientes distintos (CASCON; GILBERT, 2000; TAPPIN et
al., 2004; GRAMOSA,; SILVEIRA, 2005; NASCIMENTO et al., 2012; ALMEIDA et al.,
2014). A concentracdo e a natureza dos compostos quimicos desses 6leos podem variar,
mas somente as classes dos sesquiterpenos e diterpenos estdo presentes nos Oleos
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essenciais das espécies de Copaifera (VEIGA JUNIOR et al., 2002; NASCIMENTO,
2010).

Estudo realizado em Crato, Ceard, com 0leos essenciais de todas as partes de um
individuo de C. langsdorffii, identificou diferentes compostos quimicos, sendo o0s
principais: o pB-cariofileno, encontrado no 6leo-resina; o y-muuroleno, nos 6leos essenciais
de folhas e frutos; o déxido cariofileno, nos 6leos oriundos das cascas do fruto, raiz e
tronco; o B-bisabolol, no éleo da casca do tronco; o caureno, no tronco; e o caurenal, na
casca do tronco (GRAMOSA,; SILVEIRA, 2005).

Em estudo realizado por Souza (2011) com um individuo de C. langsdorffii foram
comparadas as constitui¢des quimicas das folhas, no 6leo-resina e no seu respectivo éleo
essencial. No éleo-resina, os diterpenos foram os principais constituintes, enquanto seu
0leo essencial foi constituido principalmente de sesquiterpenos, com destaque para o [3-
cariofileno. No dleo essencial das folhas também foram presentes o germacreno D e
biciclogermacreno. Em outro estudo com o O6leo essencial extraido das folhas a
composicdo foliar foi semelhante a da parte volatil sesquiterpénica do éleo-resina, com
substancias como pB-cariofileno, cadinol, germacreno D e B ¢ y- cadineno (SILVA et al.
2006).

Para diferentes individuos, os resultados mostraram elevada variabilidade intra-
populacional na composigdo e concentracdo dos compostos quimicos dos dleos essenciais
extraidos dos diferentes orgdos (folhas, pericarpo, ramo e semente) de C. langsdorffii,
sendo os compostos principais p-cariofileno, germacreno D, espatulenol, éxido de
cariofileno, iso-espatulenol e cumarina, a qual foi encontrada apenas nas sementes
(NASCIMENTO, 2012). Comparando o estudo de Nascimento et al. (2012) com o de
Gramosa; Silveira (2005), na Chapada do Araripe, notou-se grande diferenca quantitativa
entre os Oleos, principalmente o 6xido de cariofileno (encontrado nos 6leos do pericarpo) e
o y-muuroleno (presente nos 6leos das folhas) que apresentaram respectivamente valores
de 47,3 e 25,2%. Enquanto que Nascimento (2012) encontrou estes compostos variando de
4,0 a 6,9% para o 6xido de cariofileno, e de zero a 2,1% de y-muuroleno.

Um estudo recente comprovou a variagdo quimica do 6leo essencial das folhas de
C. langsdorffii em trés areas no estado de S&o Paulo, com grande variacdo das classes dos
volateis. Em apenas uma area (floresta estacional semidecidual) ocorreu a presenca de
monoterpenos, enquanto que os 6leos provindos das outras duas areas (floresta estacional

semidecidual e cerrado sensu stricto) foram constituidos principalmente por sesquiterpenos
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(ALMEIDA et al.,, 2014). Nesse mesmo estudo ndo foi relatado a presenga do f-
cariofileno, tendo como majoritario na maioria das analises o sesquiterpeno germacreno D.

Os trabalhos relatados estdo de acordo com Veiga Junior; Pinto (2002), pois 0s
6leos de C. langsdorffii apresentaram em sua constituicdo as duas classes (sesquiterpenos e
diterpenos) que caracterizam o Oleo-resina e seu 6leo essencial, havendo variagbes nas
proporcodes relativas dos mesmos. Essas observacGes reforgcam que as condigdes ambientais
sdo fundamentais na determinacdo da natureza bem como nas proporcGes relativas dos
compostos quimicos (GOBBO NETO; LOPES, 2007).

2.2.4 Atividades bioldgicas do 6leo-resina do género Copaifera

S&@o inUmeras as pesquisas que abordam diferentes atividades biologicas dos
6leos-resina das espécies do género Copaifera, sendo aqui abordados os principais
estudos sobre as atividades antiinflamatodria, cicatrizante, anticancerigena, toxicicidade e
larvicida. Entre as propriedades medicinais dos oOleos-resina, a mais estudada é a
antinflamatéria (YAMAGUCHI; GARCIA, 2012). O primeiro estudo com objetivo de
demonstrar essa atividade foi realizado em 1988, no qual foram testados varios 6leos-
resina comerciais em ratos, utilizando-se diferentes ensaios farmacoldgicos. Os
experimentos apresentaram resultados promissores pela inibicdo de edema induzido por
carragenina, por impedir a formacdo de granuloma “Cotton- pellet” além de aumentar a
permeabilidade vascular (LEANDRO et al., 2012).

Ao longo do tempo diversos estudos foram realizados confirmando o potencial
antinflamatério do Oleo-resina provindo de diferentes espécies do género Copaifera
(VEIGA JUNIOR; PINTO, 2002). O exsudato de Copaifera officinalis foi eficaz na
inibicio da enzima 5-lipoxigenase que desenvolve importante funcdo na cascata
inflamatdria (BAYLAC; RACINE, 2003).

Estudo comparativo efetivado com os Oleos-resina das espécies Copaifera
multijuga Hayne, Copaifera cearenses Huber ex Ducke e Copaifera reticulata Ducke,
mostrou que, embora possuam caracteristicas semelhantes, tém constituicdo quimica e
atividade antiinflamatéria diferentes (VEIGA JUNIOR et al., 2007). Os efeitos
farmacoldgicos dos trés Oleos-resina foram avaliados in vitro através da medigdo da
producdo de Oxido nitrico por macro6fagos murinos e in vivo utilizando o modelo de

pleurisia induzida por zimosano em ratos. Entre 0s exsudatos dessas plantas, 0 que possuiu
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melhor efeito antinflamatério foi o da C. multijuga (100 mg / kg) inibindo a produgéo de
oxido nitrico e a pleurisia, 0 seu 6leo-resina apresentou maiores teores do sesquiterpeno
cariofileno (57,5%) e do diterpeno acido copalico (6,2%).

O Oleo-resina de Copaifera multijuga ja tinha sido classificado por Brito et al.
(2005) como um produto vegetal capaz de mitigar danos ocasionados aos rins, devido a
diminuigdo dos niveis séricos de ureia em 24 horas e 48 horas e 0s de creatinina nas 48
horas apds o procedimento de isquemia e reperfusdo renal em ratos foram observados
diminuicdo da permeabilidade vascular e agentes pro-inflamatérios originados pelo
material vegetal da espécie. Em outro estudo, foi visto que o dleo-resina e suas fracdes
(hexano, diclorometano e metanol) tém propriedades anti-inflamatorias contra a formacgéo
de edema induzido por carragenina e bradicinina em patas de ratos (VEIGA, JR. et al.,
2006).

Estudos realizados com C. langsdorffii verificaram a acdo antiinflamatoria potente
apos a inducdo de colite pela aplicacdo de acido acético nos intestinos de ratos (PAIVA et
al., 2002a; PAIVA et al., 2004). Atribuiu-se a atividade antiinflamatéria ao diterpeno,
acido caurenoico, presente no 6leo-resina dessa espécie. Segundo Castrillo et al. (2001)
esse acido inibe a atividade de transcrigdo do Fator Nuclear - kB (NF-kB), uma importante
molécula envolvida no processo de ativacdo celular na resposta imune inata. O exsudato
dessa espécie foi eficaz também na redugdo do volume da endometriose em ratas
(NOGUEIRA NETO et al., 2011).

Outra propriedade citada em estudos etnobotanicos para as espécies do género
Copaifera € a atividade cicatrizante (RIBEIRO et al., 2014; ), ainda que, na maioria dos
estudos farmacoldgicos, essa atividade ndo tenha sido conferida pelos 6leos-resina
testados. O exsudato de C. reticulata retardou o processo de cicatrizacdo de feridas em
ratos apresentando um maior quadro inflamatorio do que os animais do grupo controle
(solucgéo salina) (BRITO et al., 1998, 1999). O mesmo foi observado por Vieira et al.
(2008), que descreveram que o Oleo-resina de C. langsdorffii, na presenca de corpos
estranhos, prejudica o processo normal de cicatrizacdo de feridas. O exsudato de C.
langsdorffii apresentou atividades gastroprotetoras, por ter proporcionado a reducdo de
feridas gastricas induzidas por etanol em ratos, através do seu efeito sobre a producéo de
muco antiacido (PAIVA et al., 1998).

O dleo-resina de C. multijuga, ao ser aplicado na cavidade peritoneal, desencadeou

irritacdo, ocasionada por aderéncias e 0s volumes ndo absorvidos deste 6leo tem relacéo
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direta com a formagdo de abscessos cavitarios em ratos (SOUZA et al., 2002).
Resultado semelhante foi descrito em pesquisa utilizando-se o 6leo-resina dessa mesma
espécie, sendo observada macroscopicamente intensa reacdo irritante pleuro-pulmonar
no grupo de ratos tratados com inje¢@es intrapleurais (WESTPHAL et al., 2007).

Paiva et al. (2002b), com a mesma espécie, encontrou atividade cicatrizante de
feridas em ratos tratados com seu Gleo-resina. Em controvérsia, em outro experimento o
6leo-resina puro de C. langsdorffii ndo se mostrou eficaz em aumentar a resisténcia da
anastomose intestinal de ratos em processo pos-operatério (COMELLLI, JR et al., 2010).

A atividade anticancerigena dos 6leos-resina de algumas espécies foi conferida em
diferentes experimentos. O Oleo-resina de C. langsdorffii apresentou atividade
anticancerigena contra carcinoma IMC, em camundongos (OHSAKI et al., 1994),
enquanto que o fracionamento guiado por bioensaio mostrou que os diterpenos
colavenol e o &cido hardwickico apresentam potente atividade anticancerigena, sem
apresentarem citotoxicidade contra as mesmas células (OHSAKI et al., 1994).

Apds administracdo por via oral do dleo-resina de C. multijuga ocorreu a reducao
do crescimento das células de melanoma em ratos (LIMA et al.,, 2003).0
exsudado dessa mesma espécie e suas fracBes (hexano e cloroférmio) demonstraram
efeito significativo na inibicdo de tumores em ratos (GOMES et al., 2008), resultados
que confirmam a sua utilizacdo como anticancerigeno na medicina tradicional. No
entanto, foi observado que o Oleo-resina de C. officinalis estimulou o crescimento do
tumor de Walker 256 inoculado na vagina e no colo do Gtero de ratas (BRITO et al.,
2010).

A presenca de atividade mutagénica e toxica do dleo-resina de C. langsdorfii foi
demonstrada pelo teste do micronucleo em eritrocitos policromaticos da medula 6ssea
de camundongos (Chen-Chen; Sena, 2002). Porém, Veiga-Junior et al. (2007) e Gomes
et al. (2007) ndo observaram nenhum efeito citotoxico. O exsudato de C. duckei foi
avaliado em ratos por aplicagdo dérmica, sendo observada toxicidade para 0s
reticuldcitos do sangue periférico e para células da medula 6ssea (MAISTRO et al.,
2005), enquanto que em outro estudo pré-clinico com creme vaginal contendo 2,5% de
Oleo-resina da mesma espécie foi observada a auséncia de toxicidade materna e
embriofetal, na dose administrada, sendo adequado sua utilizagcdo durante a gravidez
(LIMA et al., 2011).
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Os efeitos toxicos e neurotdxicos do 6leo-resina de C. reticulata foram avaliados
por administracdo oral em ratos, ndo havendo mortalidade nem mesmo nas doses mais
elevadas (SACHETTI et al., 2009). Na avaliacdo da embriotoxicidade do dleo-resina
de C. reticulata em ratas prenhas, o exsudato apresentou efeito toxico para a mée e
embriotdxico, mas ndo foi letal em nenhuma das doses testadas (SACHETTI et al.,
2011).

Atividade larvicida também foi conferida aos dleos-resina de algumas espécies
como C. reticulata, devida seu exsudato ter sido eficaz na morte das larvas em todos os
estagios testados de Culex quinquefasciatus, transmissora da filariose bancrofitiana
(SILVA, ZANON, SILVA, 2003). Essa mesma espécie também apresentou toxicidade
contra as larvas da Aedes aegypti (SILVA et al., 2007).

A atividade inseticida de extratos e 6leos de dezessete plantas medicinais do Brasil
foram determinadas usando bioensaio larvicida com Aedes aegypti. O dleo-resina de C.
langsdorffii foi classificado juntamente com outras quatro espécies (Anacardium
occidentalis, Carapa guianensis, Cymbopogon winterianus e Ageratum conyzoides) como
um potente inseticida, apresentando CL50 de 41, 57 mg /| (MENDONCA et al., 2005). O
Oleo-resina  de C. multijuga foi  testado em  diferentes concentracbes contra
Aedes aegypti e Anopheles darlingi, tendo melhor resultado contra A. darlingi
(TRINDADE et al., 2013).

2.2.4.1 Atividade antibacteriana do género Copaifera

A atividade antimicrobiana é uma importante propriedade atribuida ao 6leo-resina
das espécies de Copaifera, sendo comprovada por diversos estudos com diferentes cepas
bacterianas (LEANDRO et al., 2012). Os exsudatos obtidos a partir de C. martii, C.
officinalis e C. reticulata demonstraram atividade bactericida in vitro contra
Staphylococcus aureus, Staphylococcus epidermidis, Bacillus subtilis e Enterococcus
faecalis, com concentracfes inibitérias minimas que variaram de 31,3 a 62,5ng/mL
(SANTOS et al., 2008). Em estudo recente, o Oleo-resina de C. reticulata exerceu
atividade bacteriostatica e bactericida mesmo em cepas multirresistentes de
Staphylococcus coagulase-positiva provenientes de casos de otite externa em cées (ZIECH
etal., 2013).
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O Oleo-resina de C. multijuga apresentou atividade antimicrobiana contra
Escherichia coli, Staphylococcus aureus e Pseudomonas aeruginosa (MENDONCA,
ONOFRE, 2009). No entanto, em estudo anterior ndo foi observado qualquer atividade
do dGleo-resina dessa espécie contra S. aureus ou qualquer outra bactéria analisada
(PACHECO, 2006).

O potencial preventivo contra doenca periodontal do 6leo-resina de C. officinalis
foi avaliado por ensaios clinicos e microbioldgicos com cdes. O exsudato mostrou-se
capaz de inibir a adesdo bacteriana em dentes, podendo ser um possivel substituto da
clorexidina na terapia antimicrobiana oral (PIERI et al., 2010a). Em outro estudo
constataram que a atividade antimicrobiana do Oleo-resina de C. langsdorffii contra
Listeria monocytogenes manteve-se, mesmo apos a exposi¢cdo a altas temperaturas em
autoclave (PIERI et al., 2010b).

A atividade antimicrobiana de duas solu¢bes que continham 6leos-resina de duas
espécies distintas de Copaifera foi testada contra 27 estirpes de Escherichia coli obtido
a partir de leite mastitico. A solucdo contendo 6leo-resina de C. langsdorffii inibiu o
crescimento de oito estirpes e em outra solucdo contendo C. officinalis inibiu o
crescimento de sete isolados. Os resultados sugerem que o0s 6leos-resina provindos das
espécies de Copaifera podem ser uma fonte potencial de novos agentes antimicrobianos
(PIERI et al., 2011).

Em outro experimento, os Oleos-resina de C. officinalis e C. langsdorffii inibiram
trés espécies Gram-negativas: E. coli, P. aeruginosa e Shigella flexneri. Na inibicéo de P.
aeruginosa, o exsudato de C. officinalis apresentou atividade superior a de C. langsdorffii
(P<0,05). Todas as cepas de S. aureus tiveram seu crescimento inibido pelas solu¢des no
ensaio, sem diferenca estatistica entre os halos. De acordo com os dados os 6leos-resina de
copaiba podem ser uma fonte de compostos inibitérios que podem ser utilizados como
antimicrobianos no tratamento de infeccbes humanas e animais e na conservacdo de
alimentos (PIERI et al., 2012a).

O exsudato de C. officinalis apresentou atividade bacteriostatica contra S.
mutans em baixas concentrac@es, apresentando-se como uma opc¢ao de fitoterapico contra
bactérias cariogénicas na prevencdo de caries (PIERI et al., 2012b). O 06leo essencial de
C. officinalis também apresentou alto potencial antibacteriano contra espécies de
Paenibacillus (SANTOS et al. 2012). Atividade antimicrobiana também foi conferida ao

6leo essencial de C. langsdorffii, que teve atividade contra Escherichia coli com halo de
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inibicdo de 25mm, o mesmo obtido pelo controle positivo constituido pelo antibidtico
penicilina (PAVANELI; GARCIA, 2013). Isso provavelmente pode justificar as
indicacdes terapéuticas entre o0s estudos etnobotanicos e ensaios farmacologicos.

Os 6leos-resina das espécies de Copaifera apresentam-se como fonte de novos e
seletivos agentes para o tratamento de importantes doencas. No entanto, sdo necessarios
mais estudos com o0 objetivo de estabelecer melhores épocas de utilizacdo, devido as
variacbes na composicdo e nas concentracbes, decorrentes de fatores ambientais e
fisiologicos, que podem afetar significativamente as atividades bioldgicas. E importante
considerar a espécie estudada, uma vez que existe variabilidade dos componentes do 6leo-

resina entre diferentes espécies e regides (SANTOS et al., 2008).
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3. MATERIAL E METODOS

3.1 Area de estudo

A pesquisa foi realizada em duas areas de cerraddo inseridas na Chapada do
Araripe, no municipio de Crato, Ceara, Brasil (Figura 1).

A Chapada do Araripe apresenta uma superficie tabular, conservada em um nivel
de 800m a 1000m de altitude (CAVALCANTI, 1994). O Latossolo Vermelho-Distroéfico é
predominante na area (BRASIL 1972). A precipitacdo total média anual é cerca de 760
mm, concentrada entre os meses de janeiro e abril (66,3%) e a temperatura média anual de
24,1°C (COSTA et al., 2004).

A éarea 1 trata-se de uma area de cerraddo conservada conhecida por Malhada
Bonita (07°21°5.0.5”S e 039°27°26.3”W), a qual esta localizada na Floresta Nacional do
Araripe (Flona Araripe/Apodi), a 10Km da area 2 nomeada por Barreiro Grande
(07°21°37.4”S e 039°28°33.8”W) area antropizada pela atividade de manejo florestal
iniciado em 2009, sendo algumas espécies preservadas por solicitacdo do Instituto
Brasileiro do Meio Ambiente e dos Recursos Naturais Renovaveis (IBAMA), entre elas
Copaifera langsdorffii. Apresenta fisionomia de vegetacdo arbdrea arbustiva, com

individuos isolados ou agrupados.

3.2 Identificacdo do material boténico

Para identificacdo do material botanico foram coletadas durante o periodo de
floracdo, cinco amostras férteis de Copaifera langsdorffii no més de fevereiro de 2014. O
material vegetal coletado foi acondicionado e tratado segundo as técnicas usuais de
herborizagdo (MORI et al., 1989). O material testemunho foi incorporado ao acervo do
Herbario Caririense Dardano de Andrade-Lima da Universidade Regional do Cariri
(HCDAL-URCA) — sob 0 nimero de tombo: 10.645.

A autorizacdo para as atividades foi fornecida pelo Sistema de Autorizacdo e
Informacédo em Biodiversidade (SISBIO) do Instituto Brasileiro do Meio Ambiente e dos

Recursos Naturais Renovaveis (IBAMA), registrado sob o nimero 40171-1.
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Figura 1. Localizacdo geogréafica da area de estudo na Chapada do Araripe, Crato, Ceara,
Brasil.
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3.3 Fenologia

Observacdes fenoldgicas foram realizadas mensalmente no periodo de agosto de
2013 a julho de 2014, em 10 individuos selecionados ao acaso em cada &rea, seguindo a
metodologia de Fournier e Charpantier (1975). Todos os individuos selecionados foram
marcados com etiquetas presas as arvores por fio de naylon.

As fenofases foram estimadas qualitativamente como presente ou ausente e
quantitativamente pelo percentual de intensidade de Fournier. Para a intensidade das
fenofases cada individuo foi classificado dentro de uma escala intervalar de cinco
categorias: 0= auséncia da fenofase; 1= presenca de fenofase com magnitude de 1 a 25%;
2= presenca de fenofase com magnitude de 26-50%; 3= presenca de fenofase com
magnitude de 51-75%; 4=presenca de fenofase com magnitude de 76-100% (Fournier,
1976). A cada més, fez-se a soma dos valores de intensidade obtidos para todos os
individuos e dividiu-se pelo valor méximo possivel. Foi calculada ainda, a correlagdo de
Spearman (rs) entre o percentual mensal de cada fenofase e a precipitacdo pluvial do més.

As fenofases foram classificadas segundo a metodologia de Locatelli e Machado
(2004), considerando-se como periodo de floracdo aquele em que os individuos
apresentaram flores em antese; o periodo de frutificacdo, quando apresentaram frutos
verdes e/ou maduros; como brotamento, quando surgiram folhas novas até % do tamanho
das folhas adultas; e queda de folhas, quando elas mudaram de cor e tornaram-se
senescentes. Os dados de chuvas foram obtidos do posto Crato, monitorado pela Fundacéo

Cearense de Meteorologia e Recursos Hidricos (FUNCEME) referente ao posto Crato.

3.4 Coleta do 6leo-resina

Para a coleta do 6leo-resina foi utilizada uma arvore adulta em cada area, de aspecto
visualmente saudavel com DAP de 53cm na &rea 1 e 56cm na area 2 . A extragdo foi feita
furando o tronco da arvore com um trado de 2cm de didmetro a uma altura de a 1,30m do
solo. No furo foi introduzido um pedaco de cano de PVC (%) para o escoamento do 6leo-
resina. O cano foi conectado a um recipiente coletor com capacidade de 250 ml, através de
uma mangueira de pléstico (%). De agosto de 2013 a julho de 2014, foram feitas coletas
sempre nos 15 primeiros dias de cada més. Apos a coleta do 6leo-resina os canos foram

retirados e os furos vedados com argila. Todo 6leo extraido foi acondicionado em potes de
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plastico e cobertos com papel aluminio para a maior seguranga no transporte ao
laboratério. Este método produz pouco 6leo, tem altos custos operacionais, mas preserva a
arvore para colheitas futuras e € ecologicamente correto (RIGAMONTE; AZEVEDO,
2004).

3.5 Obtencé&o dos 6leos essenciais

Foram obtidos durante um ano, 24 amostras de 6leos-resina provenientes das duas
areas de estudo, as quais foram submetidas ao processo de hidrodestilacdo, por 2 horas, em
aparelho tipo Clevenger adaptado. A mistura dgua-6leo foi coletada, tratada com sulfato de
sodio anidro (Na,SQ,), sendo os dleos essenciais separados e mantidos sob refrigeracdo a

menos de 4°C até serem analisados.

3.6 Analise da composi¢do quimica

As identificacbes dos componentes dos 6leos essenciais dos Oleos-resina de C.
langsdorffii foram realizadas por cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massa
(CG/EM), em um espectrometro Hewlett-Packard modelo 5971, operando com energia de
ionizacdo de 70 eV. Utilizou-se coluna capilar de silica fundida DB-5(30 m x 0,25 mm d.i.,
0,25 um de espessura do filme) e carreador de gas hélio com fluxo de ImL/min com split.

As temperaturas do injetor e detector foram programadas de 250°C e 200°C,
respectivamente. A temperatura da coluna foi determinada de 35°C a 180°C a 4°C/min e,
em seguida de 180°C a 280°C a 10°C/min. Os espectros de massas foram obtidos de 30 a
450 m/z. Componentes individuais foram identificados por correspondéncias de seus
espectros de massas com os da base de dados, bem como através de comparacéo visual da

fragmentacédo padrdo com aqueles relatados na literatura (ADAMS, 2001).

3.7 Avaliacdo da atividade antibacteriana e concentracao inibitéria minima (C1M)

Para o ensaio antibacteriano, foram selecionados os 0Oleos essenciais obtidos no
periodo chuvoso em dezembro (area 1 e 2) e na estiagem em julho (area 1 e 2) na presenca
foliar (area 1) e floracdo (area 2) no més de dezembro e queda foliar (area 1) e frutificacéo

(area 2) em julho.
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A atividade antibacteriana do 6leo essencial foi avaliada através do método de
microdiluicdo, com base no documento M7-A6 do NCCLS (NCCLS, 2013). Foram
utilizadas seis linhagens de bactérias padrdo, sendo duas Gram-positivas (Sthaphylococcus
aureus ATCC 12692 e Streptococcus mutans ATCC 0046) e duas Gram-negativas
(Escherichia coli ATCC 25922 e Pseudomonas aeruginosa ATCC 15442) e duas
linhagens de isolados clinicos multirresistentes (Escherichia coli 27 obtida de escarro e
Staphylococcus aureus 358 de ferida cirdrgica).

Previamente aos testes, as linhagens bacterianas foram ativadas em meio Brain Hear
Infusion Broth (BHI 3,8%) e mantidas a 37°C por 24 h. Apos este subcultivo, o in6culo
bacteriano foi padronizado a partir de uma suspensdo com concentragdo de
aproximadamente 1 x 10® UFC/mL (0,5 unidades de turbidez nefelométrica-escala
McFarland). Em seguida, esta suspensdo foi diluida a 1 x 10° UFC/mL em caldo BHI a
10%, e volumes de 100 pL foram adicionados e entdo homogeneizados nos pogos de uma
placa de microdiluicdo acrescido de diferentes concentragdes do 6leo essencial de C.
langsdorffii, resultando num inéculo de 5 x 10° UFC/mL. O 6leo essencial foi diluido em
agua destilada e dimetil sulféxido (DMSOQO) a uma concentracdo de 1.024 pug/mL. Outras
dilui¢Bes seriadas foram realizadas através da adigdo de caldo BHI com finalidade de
atingir as concentracgdes no intervalo de 512 a 8 pg/mL. Os experimentos foram realizados
em triplicata, as placas de microdiluicdo contendo bactérias foram incubadas a 37°C por 24
h. A atividade antibacteriana foi detectada através do método colorimétrico pela adicdo de
25 pL da solug@o de resarzurina sodica (0,01%) ap0s o periodo de incubagdo (SALVAT et
al., 2001). A atividade antifangica foi avaliada atraves de turbidez, cada in6culo do teste
gue ndo apresentou crescimento e seus controles positivos, foram subcultivados em placas
de agar sabouraud dextrose, devidamente identificadas. Apds 24 horas de incubacdo a
36°C, as leituras das CFMs foram realizadas com base no crescimento dos controles
(SHADOMY et al., 1985). A CIM foi definida como a menor concentracdo do 6leo

essencial capaz de inibir o crescimento de bactérias.

3.8 Avaliacdo da atividade moduladora por contato direto

O teste de modulacdo foi realizado na presenca e na auséncia do 6leo através de
microdiluicdo em duplicata. In6culos bacterianos (MIC/8) em BHI a 10% foram

distribuidos em placas de microdiluicdo seguido da adicdo de 100 pL das solucgdes de
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antibidticos (5.000 pg/mL) seguido de dilui¢bes seriadas (1:2). As microplacas foram
incubadas a 37°C por 24 h e a leitura dos resultados foi realizada com resarzurina sédica
como descrito anteriormente (SAGDIC, 2005).
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Fenologia de Copaifera langsdorffii

A fase vegetativa (queda foliar e brotamento) ocorreu nas duas areas, mas a fase
reprodutiva (floragdo e frutificacdo) ocorreu apenas na area antropizada (Figura 2). A
queda foliar foi observada em agosto e setembro de 2013, com intensidades de 62% (area
1) e 65% (area 2) no més de agosto e 38% (area 1) e 40% (area 2) em setembro (Figura 2).
Em 2014, essa fenofase foi observada em julho com intensidade de 30% na area 1 e de
32% na area 2. A queda foliar coincidiu com o final da estacéo seca estando correlacionada
com a pluviosidade (rs=-0,67; p=0,01) ndo houve desfolhamento total.

Em floresta semidecidua de Sdo Paulo, a fase de queda das folhas de C.
langsdorffii também ocorreu no final da estacdo seca (julho e agosto) e foi correlacionada
com a precipitacdo (PEDRONI et al., 2002). Segundo o mesmo autor, a troca de folhas é
gradual, ndo havendo desfolhamento total. O mesmo foi observado na vegetacdo de campo
rupestre em Minas Gerais (OLIVEIRA et al., 2013). Entretanto, em cerraddo de Minas
Gerais, a perda de folhas foi praticamente constante durante todo o ano com producdo de
folhas novas também frequentes e de baixa intensidade (FREITAS; OLIVEIRA, 2002). No
mesmo estado em mata ciliar, ndo houve correlacdo entre a precipitacdo e queda foliar
(AZEVEDO et al., 2014).

A brotacédo de novas folhas se deu na sequéncia da absciséo foliar, coincidindo com
0 inicio da estagéo chuvosa. Em outubro, as intensidades foram 60 e 62%, respectivamente
e em novembro 45% em ambas as areas. Esta fenofase é facilmente observada devido ao
aspecto avermelhado das copas. Oliveira et al. (2013) observou que o0 aumento da
disponibilidade de &gua é o fator mais influente para a ocorréncia dessa fenofase, sendo o
mesmo observado neste estudo. O brotamento ndo foi significativamente correlacionado
com a pluviosidade (rs=-0,13; p > 0,01), como também foi em floresta semidecidua de S&o
Paulo (PEDRONI et al., 2002). J& no trabalho de Azevedo et al. (2014) o brotamento foi
correlacionado com a precipitacdo (rs=-0,82; p < 0,05).
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Figura 2: Fenofases em Copaifera langsdorffii em uma area conservada e uma antropizada

de cerrado, em Crato, CE.
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A fase reprodutiva ocorreu somente em 30% dos individuos da area antropizada. A
floracdo foi presente em dezembro (25%), janeiro (17%), fevereiro (12%) e marco (10%)
de 2013 e a frutificacdo de abril a julho de 2014, com maior intensidade em julho (30%). A
fase reprodutiva ndo foi significativamente correlacionada com a pluviosidade,
apresentando rs= 0,60 (p > 0,01) para floragéo e rs= 0,27 (p > 0,01) para frutificagdo. A
auséncia de correlacdo entre a precipitacdo e a floracdo para Pedroni et al. (2002) parece
contraditério, por essa espécie apresentar tendéncia de florar na estacdo chuvosa. Em
relacdo a frutificacdo, o mesmo autor (PEDRONI et al., 2002), observou que essa fenofase
ocorreu com anos de intensa producédo de frutos, seguidos por anos de pouca ou nenhuma
produgcéo.

Em floresta estacional semidecidua em Minas Gerais, a floracdo teve inicio em
meados da estacdo chuvosa (dezembro a fevereiro) enquanto que o desenvolvimento dos
frutos ocorreu durante a estacdo seca (abril a setembro) (DIAS; OLIVEIRA-FILHO,
1996). Ja no presente estudo a floracdo foi observada apds o brotamento. No cerrado de
Sdo Paulo, a floracdo ocorreu logo ap6és a queda de folhas, concomitantemente com o
brotamento (BATALHA et al. 1997). Em florestas semideciduas, Copaifera langsdorffii
foi classificada como regular, devido a floracéo ter ocorrido sempre no periodo chuvoso, e
supra-anual, possivelmente relacionado a existéncia de um padréo bi ou trienal (DIAS;
OLIVEIRA-FILHO, 1996; PEDRONI et al., 2002; FREITAS; OLIVEIRA, 2002).

Por Copaifera langsdorffii ter apresentado comportamento supra-anual em outras
areas, pode-se supor que na area 1 a fase de floracdo ndo foi observada no ano de 2013,

pela ocorréncia de eventos florais anteriores.

4.2 Rendimento da composicao volatil

Os 0Oleos essenciais provindos das areas 1 e 2 apresentaram maiores rendimentos
em maio, no final do periodo chuvoso, com valores de 28,8 e 28,3% respectivamente
coincidindo com a fenofase de frutificacdo na area 2 e presenca de apenas folhas na area 1.
Em novembro, foram obtidos os menores rendimentos nas duas areas (6,6 e 2,1%)
coincidindo com o brotamento (Tabela 1).

Os oleos essenciais obtidos das coletas na area 1 apresentaram maiores rendimento
que a area 2, com excecdo de agosto (9,6%), janeiro (11%) e julho (5,1%). O rendimento

do 6leo essencial ndo esta relacionado com a quantidade de dleo-resina utilizado para a
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extracdo dessa mistura. Isto ficou mais evidente em dezembro, quando foram coletadas
quase as mesmas quantidades de 6leo-resina nas areas 1 (14,29) e 2 (14,1g), mas 0s
rendimentos foram de 28,0 e 17,0% respectivamente. Até 0 momento, ndo ha como
determinar os possiveis fatores que influenciam no rendimento dos 6leos essenciais, sendo
necessario um acompanhamento mais detalhado das variaveis ambientais para possiveis

conclusdes.

Tabela 1. Rendimento mensal dos 6leos essenciais de Copaifera langsdorffii.

MBs/Ano Massa de 6leo-resina coletada (g) Rendimento (%)
Area 1 Area 2 Area 1 Area 2

Agosto 2013 4 0,8 9,6 13,3
Setembro 2013 2,7 11 12 8,8
Outubro 2013 2,8 1,8 11,1 7,7
Novembro 2013 141 9,9 6,6 2,15
Dezembro 2013 14,2 14,1 28 16,8
Janeiro 2014 2,9 3,2 11 11,2
Fevereiro 2014 10,6 3,1 23,2 11,6
Marcgo 2014 26,1 31,5 18,4 8,4
Abril 2014 21,2 13,0 21,9 18,0
Maio 2014 18,3 21,0 28,8 28,3
Junho 2014 23,4 27,0 26,1 16,1
Julho 2014 34,7 16,7 51 16,4

A coleta dos dleos-resina foi maior na area 1 em julho, periodo de estiagem,
enquanto que na area 2 foi em marco, na estacdo chuvosa. Trabalhos realizados com o
mesmo género tém relatado maiores producdes, tanto no periodo chuvoso (Alencar, 1982;
Carvalho et al., 2001) como no periodo de estiagem. Segundo Medeiros; Vieira (2008), no
periodo chuvoso com o aumento da umidade, microrganismos, como fungos e bactérias,
proliferam e aumenta a herbivora por insetos, e esses fatores podem levar as plantas a
aumentar a producdo de 6leo-resina como uma forma de defesa. Em areas antropizadas,
essas situacdes podem ser mais agravantes devido a maior exposicao das plantas a esses
agentes (PRIMARK, 2001). Entretanto, Oliveira et al. (2006), em estudo com Copaifera
reticulata e Copaifera duckei obtiveram maior producdo do exsudato no periodo de menor
precipitacdo pluviométrica, como foi observado na éarea 1. Essa elevada discrepancia, na

producdo, entre arvores e areas, pode estar atrelada a espécie em estudo e aos fatores
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ambientais, como, os fatores edaficos. Segundo Alencar (1982), &rvores em solos argilosos

foram mais produtivas (39%) do que em solos arenosos (24%).

4.3 Anélise da composicdo quimica

Foram identificados 42 constituintes quimicos nos Oleos obtidos dos materiais
vegetais coletados nas duas areas de estudo (Tabelas 2). Com excecdo dos diterpenos
caurano-18-al e caurano-16-eno, toda a composicao quimica é formada de sesquiterpenos.
Estes compostos sdo responsaveis pelo aroma caracteristico do 6leo (VEIGA-JUNIOR;
PINTO, 2002). Parece ser uma identidade quimica dos 6leos de C. langsdorffii a auséncia
de monoterpenos em suas composi¢des. Essa informacéao corrobora os resultados de Veiga
Junior e Pinto (2002), Lameira et al. (2009) e Souza (2011), que constataram que os 6leos-
resinas das espécies do género Copaifera sdo caracterizados pela presenca de apenas duas
classes terpénicas, sesquiterpenos e diterpenos, podendo haver variagdes das concentragdes
dos compostos entre espécies e até no mesmo individuo.

Os maiores numeros de compostos quimicos identificados nos 6leos essenciais (15 a
21) ocorreram de margo a julho, nas duas areas, correspondendo ao periodo de maiores
indices pluviométricos e inicio de estiagem (Figura 5). Na &rea 1, este periodo corresponde
apenas a presenca foliar e na area 2 a fenofase de frutificagdo. Na floragdo foram
observados 0s menores numeros de compostos. Segundo Valentine et al. (2010), nédo
somente no caso de metabolitos secundarios volateis, mas de modo geral, 0 metabolismo
estd associado com a adaptacdo da planta ao meio que habita. O estresse hidrico pode
justificar o aumento de concentragdes de alguns compostos quimicos, como 0s terpenos
(LOKAR et al.,1987). A formacdo de volateis, em geral, parece aumentar em temperaturas
altas, apesar de dias muito quentes levarem a uma perda excessiva destes metabolitos
(CHENG et al., 2007).
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Tabela 02: Composigdo quimica dos 6leos essenciais de Copaifera langsdorffii coletados em uma éarea conservada (C) e uma antropizada (A)

de cerrado, em Crato, CE.

AGO 2013 SET 2013 OUT 2013 NOV 2013 DEZ 2013 JAN 2014

Composto TR (min) C A C A C A C A C A C A

% % % % % % % % % % % %
aristoleno 31,7 - - - - - - 1,3 - - - - -
cicloisosativeno 32,9 - - - - - - - - - 2,6 - -
a-ialangeno 33,0 - - - 1,2 - - - - - - - -
a-cubebeno 33,7 1,4 2,4 - - - - - - - - - -
B-elemeno 34,2 - 2,7 3,8 - 3,3 1,1 13,2 6,8 51 - 3,2 -
y-cadineno 35,4 6,1 5,7 - 13,5 - - - - 2,3 1,0 - 2,2
- cariofileno 35,9 55,1 31,3 27,6 34,5 25,3 49,1 21,2 47,5 27,3 72,2 28,3 51,1
a-Copaeno 36,2 1,1 - - - - - - - - 1,7 - -
v-elemeno 36,4 - - 3,7 - 4,0 - - - 4,8 - 2,8 -
valenceno 36,4 - 1,8 3,7 - 3,0 1,6 - - 1,7 - 2,9 -
a-bergamonteno 36,5 - 3,7 - - - 1,9 - - - - - -
3,7 (11)-selinadieno 36,6 - - 3,3 - 3,4 - - - - - 2,4 -
a-guaieno 36,7 - - - - - - 13,6 2,7 - - - -
a- humuleno 37,7 7,5 4,5 3,2 5,6 2,7 6,6 2,3 5,6 3,6 91 4,4 6,6
a-selimeno 37,9 - 2,3 4,8 - 5,3 - 6 2,1 11,9 - 11,8 3.8
a- amorfeno 39,1 53 7,1 2,6 9,1 3,2 2,7 - 2,8 2,7 2,8 2,7 5,9
germacreno D 39,4 10,5 1,7 - 2,1 2,5 2,5 15 - 6,0 1,3 2,1 3,6
B-selineno 39,7 - 5,6 8,5 - 8,5 1,2 12,3 4,4 19,7 0,7 19,9 7,9
d-guaieno 40,4 - - - - - - 2,4 - - - - -
B-bisaboleno 40,6 - 3,6 - - - 7,8 - 1,3 - - - -
8-cadineno 41,1 44 3,2 - 4,0 - 1,0 - - - 1,8 - 3,5
aloaromadendreno 42,2 - 9,1 - 52 - 52 - - - - - 58
germacreno B 42,5 - - 35,2 - 37,8 - 18,7 - 12,8 16,5 -
Oxido cariofileno 43,2 6,9 17,1 2,9 21,4 - 16,2 2,8 11,7 2,3 7,1 3,2 9,5
caur-16-eno 51,6 - - 0,7 1,5 0,9 4,6 2,8 - - - - -

Continua...
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Tabela 02: Composicao quimica dos 6leos essenciais de Copaifera langsdorffii coletados em uma area conservada (C) e uma antropizada (A)
de cerrado, em Crato, CE.

FEV 2014 MAR 2014 ABR 2014 MAI 2014 JUN 2014 JUL 2014

Composto (;:-‘r’]) c A C A C A c A C A C A

% % % % % % % % % % % %
cicloisosativeno 32,9 - - - - - 1,1 - - - - - 0,6
a-ialangeno 33,0 - - 3,9 4,4 1,0 1,8 1,1 0,6 0,7 - 0,4 -
a-cubebeno 33,7 - - 3,1 3,5 0,7 1,1 - - 0,5 - 0,4 -
B-elemeno 34,2 - 2,7 - - - 2,4 6,3 2,6 1,7 4,3 2,8 2,1
B- cariofileno 35,9 45,1 - 39,2 43,3 59,1 45,0 22,8 43,3 53,7 39,2 61,2 53,5
d-elemeno 36,2 - - 4.4 6,3 0,9 1,7 2,2 1,1 1,0 1,0 1,0 -
a-Copaeno 36,2 - - - - 0,7 - 1,7 1,0 1,0 1,1 0,6 0,7
v-elemeno 36,4 - - - - - - 4,2 - 1,8 3,5 2,2 -
a-bergamonteno 36,5 3,5 - - - - 1,8 - 4,1 - - - -
a-guaieno 36,7 - - - - - 2,2 2,6 - - - - -
a- humuleno 37,7 53 - 4,0 4,0 7,0 4,7 2,4 5,0 6,2 4,6 71 6,6
a-selineno 37,9 - - - - - - 3,6 1,2 0,8 4,1 1,2 2,0
a- amorfeno 39,1 4,2 - 7,5 6,0 57 6,4 6,9 4.8 4,4 55 3,4 3,6
germacreno D 39,4 - - 12,5 4,5 5.2 2,4 10,1 54 5,8 4.8 3,2 1,3
B-selineno 39,7 - 3,1 - - 0,7 - 6,2 1,5 1,2 4,6 0,9 4,3
d-guaieno 40,4 - - - - - - 0,8 - - - - 1,0
B-bisaboleno 40,6 3,8 - - - - 3,0 - 7,8 1,0 2,0 0,7 -
d-cadineno 41,1 1,6 - 3,1 1,3 4,3 3,8 6,7 4,2 3,6 4,9 2,6 -
aloaromadendreno 42,2 - - - - - - - 15 - 2,8 - -
germacreno B 42,5 - - 0,2 - - - 7,8 50 2,7 6,8 1,0 3,3
oxido cariofileno 43,2 21,1 72,6 7,5 16,2 6,5 6,7 1,7 3,6 3,9 2,5 3,6 6,5
junipeno 45,9 - - - - - - - - - - - 2,5
y-muruleno 46,1 - - 0,6 - 1,3 3,7 - - - 24 1,3 1,4
a-muruleno 46,2 - - 0,5 - 1,1 14 - 0,5 0,6 - - 0,3
d-muruleno 46,4 - - - - - - 3,0 - - - - -
a-selina-4,(19),11-dieno 47,0 - - - - - - 3,2 - 1,3 - 0,7 -
aromadendreno 47,1 - - - - - - 2,6 0,9 15 2,3 0,5 -
humuladienono 48,3 - 8,9 - - - - - - - - - -
a-calacoreno 48,3 - - 0,6 - 1,1 - - - - - - 1,0
caurano-18-al 48,7 - - - 1,7 - 1,3 - - - - - -
a-cadinol 48,8 - - - - 0,7 - - - - - - -

Continua...
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Tabela 02: Composicao quimica dos 6leos essenciais de Copaifera langsdorffii coletados em uma area conservada (C) e uma antropizada (A)

de cerrado, em Crato, CE.

FEV 2014 MAR 2014 ABR 2014 MAI 2014 JUN 2014 JUL 2014
Composto (;:_‘r’]) c A C A C A c A C A C A
% % % % % % % % % % % %
espatulenol 49,0 - - 0,6 - - - - 0,8 - 0,8 0,2 0,2
isospatulenol 49,5 - - - - - - 0,7 - - - - -
oxido aromadendreno 49,7 - - - - - - - - - 0,5 - -
patchulano 51,0 - - 0,4 - - - - - - - - -
cis-cariofileno 51,5 - - 0,3 - - - - - - - - -
epoxido aromadendreno 51,7 - - 1,2 - - - 0,7 - - - - -
caureno-16-eno 51,6 - - - - - - - 1,0 0,7 0,4 0,3 0,8
Legenda: TR: Tempo de retencao; (-) Ausente. o
g P c@o: ) Conclusao
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Um total de 27 constituintes quimicos foram encontradas em ambas areas de
estudo, sendo oito observados na maioria dos meses (B-cariofileno, a-humuleno, a-
amorfeno, germacreno D, B-selineno, 8-cadineno, germacreno B, 6xido de cariofileno) e 19
menos frequentes, nove foram exclusivos na &rea 1 e seis na area 2.

O sesquiterpeno B-cariofileno foi 0 composto majoritario em todo periodo analisado
nas duas areas, com valores acima de 31,0%, com excecdo de fevereiro na area 2 e
chegando a 72% em dezembro, durante a fenofase de floracdo. Este evento propicia a
atragdo de insetos e o contato destes com a planta estimula a producdo do B-cariofileno, um
dos mecanismos de defesa do vegetal (WANG; LANGENHEIM, 1990). Na é&rea 1,
apresentou 0s maiores teores em agosto/2013 (55%) e julho/2014 (61%), periodo de queda
foliar e estiagem respctivamente, estes percentuais podem provavelmente estar associados
a auséncia e baixo teor do germacreno B, j& que a partir de setembro e outubro este
composto foi o elemento majoritario com percentuais de 35,2 e 37,8% respectivamente. A
maior porcentagem de germacreno B coincide com a fase brotamento. Apds esta fenofase,
as porcentagens desse composto diminuiram e o B-cariofileno voltou a ser o composto
majoritario. Na area 2 com a presenca do germacreno B também houve diminui¢do do B-
cariofileno em maio, junho e julho.

O p-cariofileno é o composto mais encontrado nos Oleos-resina das espécies do
género Copaifera: em C. duckei (LAMEIRA et al., 2009); C. reticulata (ZOGHBI et al.,
2009a); C. pubiflora (ZOGHBI et al., 2009b); C. langsdorffii (GRAMOSA,; SILVEIRA,
2005); e C. multijuga (CASCON; GILBERT, 2000). Esse composto foi também
encontrado nas folhas e frutos de C. langsdorffii na Chapada do Araripe com porcentagens
de 16,6 e 14,8%, respectivamente (GRAMOSA,; SILVEIRA, 2005). Estudo realizado por
Souza (2011) mostrou que este volatil € encontrado principalmente em 0leos essenciais
extraidos dos 6leos-resina de C. langsdorffii com porcentagem de 76,0% enguanto que no
6leo-resina foi de 42%. O maior percentual de p-cariofileno (72,0%) na area 2 foi proximo
ao obtido por Souza (2011) mas esse autor ndo relatou a época de coleta nem a fase
fenoldgica em que a planta se encontrava.

O o-humuleno esteve ausente apenas em fevereiro na area 2. A concentracao foi
aumentando de agosto a dezembro, com excecdo de novembro, e de marco a maio com
reducdo em de junho. Nesta area foi encontrado o maior percentual deste composto, com
teor de 9,0%, periodo maior intensidade da floragdo. A reducao em junho pode ter ocorrido

devido o aumento da porcentagem do germacreno B. Na area 1, as concentracdes do a-
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humuleno foram diminuindo de agosto a dezembro, variando de 2,3 a 7,5%. A partir de
janeiro houve aumento nos teores, com exce¢do de marco e maio, coincidindo com o
aparecimento do germacreno B.

A diminuigdo das porcentagens do o-humuleno e p-cariofileno ocorreu
concomitantemente com 0 aumento das concentragdes do germacreno B, talvez porque os
vegetais, através de mecanismos de controle da rota biossintética, beneficiem a produgéo
de determinados compostos, dependendo de suas necessidades (CHENG et al., 2007). E
importante ressaltar que ndo foram encontrados estudos que comprovassem as produgdes
destes compostos.

O a-humuleno é um dos principais sesquiterpenos presente nos 6leos-resina
(ROMEIRO, 2007; SOUZA, 2011). De acordo com Souza (2011), este composto foi
identificado em maior concentragdo no oleo essencial (8,7%) extraido do 6leo-resina de C.
langsdorffii, do que no préprio exsudato (6%). Os resultados mostram que a época mais
propicia para obtencdo de maiores teores deste composto é durante o pico de floraco.
Informacdes deste carater sdo importantes para o desenvolvimento de padrdes de coleta
para uso medicinal, ja que esse constituinte possui atividades bioldgicas ja confirmadas
(FERNANDES et al., 2007 ; MEDEIROS et al., 2007).

Outro composto que esteve presente todos 0s meses nas duas areas, com excecao de
outubro na érea 1, foi o Oxido cariofileno que apresentou maiores concentragdes na area 2,
variando de 2,5 a 21,4%, enquanto que na area 1 variaram de 1,7 a 21,1%. Segundo
Cascon; Gilberto (2000) o 6xido de cariofileno pode ser um produto natural presente no
6leo-resina da espécie Copaifera guianensis. Em fevereiro, na area 2, foi observado um
teor bastante elevado (72,0%), bem maior que nos outros meses. Segundo Veiga Junior et
al.(1997), o cariofileno é sensivel a luz solar, sendo facilmente oxidado, transformando-se
em oxido de cariofileno. Na area 2 as plantas estdo mais expostas a radiagdo, sendo esse
provavelmente o principal fator para a oxidagdo do B-cariofileno (RAMOS, 2006). E
importante destacar que o 6xido de cariofileno atua diretamente na inibigdo de fungos em
plantas (LANGENHEIM, 1990), embora ndo tenham sido observadas infestacdes destes
microrganismos na arvore selecionada.

Os constituintes que apresentaram maiores teores na area 1 no periodo chuvoso
foram o germacreno D, 4-cadineno, a—selineno, 6-guaieno, aromadendreno, y-elemeno, o-
calacoreno, B-selineno e a-guaieno enquanto que na area 2 foram oito compostos (y e a-

muruleno, espatulenol, d-elemeno, a-ialangeno, a-cubebeno, a-bergamonteno e o PB-
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bisaboleno). Durante o periodo de estiagem o y-cadineno, a-amorfeno possuiram maiores
concentracOes na area 2 e o0 valenceno na area 1. As concentracfes desses volateis podem
estar relacionadas com os indices pluviométricos. Varios sdo os fatores que podem
interferir na producdo de compostos quimicos, sendo necessarios as analises de mais
variaveis ambientais para possiveis conclusdes (GOBBO NETO; LOPES, 2007).

Em relagéo aos diterpenos, o caur-16-eno e Caurano-18-al tiveram maiores teores na
no periodo chuvoso na area 2 sendo o segundo composto exclusivo dessa area. Os
esqueletos diterpénicos tipo caurano sdo considerados como quimiomarcadores no 6leo de
C. langsdorffii, pelo fato de andlises instrumentais sempre mostrar algum constituinte
representante dessa classe de composto (VEIGA JUNIOR, 1997).

Os compostos exclusivos da area 1 que ocorreram na estacdo chuvosa foram a-
cadinol, patchulano, cis-cariofileno, é-muruleno, isospatulenol, epéxido aromadendreno e
0 a-selina-4,(19),11-dieno. O composto 3,7(11)-selinadieno e aristoleno ocorreram apenas
no periodo de estiagem.

Aloaromadendreno, cicloisosativeno, humuladienone, éxido de aromadendreno, junipeno
foram os compostos exclusivos da area 2 com maiores percentuais observados no periodo

chuvoso.

4.4 Valores da concentragdo inibitéria minima (CIM) dos 6leos essenciais de Copaifera

langsdorffii

As amostras obtidas nas duas areas nas diferentes fenofases tanto no periodo
chuvoso como no de estiagem apresentaram atividade antibacteriana, com excec¢do dos
6leos testados contra P. aeruginosa e os 6leos obtidos no periodo chuvoso contra E. coli
27, que ndo apresentaram potencial antibacteriano clinicamente relevante, com CIMs >
1024 (Tabela 3).

Na estacdo chuvosa, os 6leos essenciais obtidos na area 1 e na area 2 apresentaram
as melhores resultados contra a Gram-negativa E. coli, com CIMs de 64 e 256ug/mL,
respectivamente. No periodo de estiagem, resultados relevantes contra S. mutans e a
multirresistente E. coli 27, foram obtidos com os 6leos da area 1 (256 pg/mL) e 2
(64pg/mL).
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Tabela 3. Concentracdo inibitéria minima (CIM) dos 6leos essenciais de Copaifera
langsdorffii coletados em uma area conservada (C) e uma antropizada (A) no periodo
chuvoso e de estiagem.

Periodo chuvoso Periodo de estiagem
Bactérias C(FV) A (FLO) C (QF) A (FRU)
CIM (pg/mL) CIM (pg/mL) CIM (pg/mL) CIM (pg/mL)
S. aureus ATCC 12692 512 512 512 512
E. coli ATCC 25922 64 256 512 512
P. aeruginosa ATCC 25922 > 1024 > 1024 > 1024 > 1024
S. mutans ATCC 0046 512 512 256 64
S. aureus 358 512 512 512 512
E. coli 27 > 1024 > 1024 256 64

FV: fase vegetativa; FLO: floracdo; QF: queda foliar; FRU: frutificacdo

A diferenca da atividade antibacteriana entre areas e periodos deve estar associada a
composicdo quimica do Oleo essencial, bem como as variagcBes das concentragdes dos
compostos (Tabela 2). Na &rea 1, durante a estagdo chuvosa foram obtidos teores de 27,3 e
12,8% de P-cariofileno e germacreno B, respectivamente, enquanto na area 2 esses
mesmos constituintes apresentaram concentragdes de 72,2 e 9,1%. Embora Goren et al.
(2011) tenham relatado que a B-cariofileno possui importante atividade antibacteriana
contra E. coli, S. aureus, K. pneumonia e P.aeruginosa, no presente estudo este
composto em menor porcentagem no Oleo provindo da area 1 (27,0%), na estacdo
chuvosa, e da area 2 (53,5%), no periodo de estiagem, apresentaram melhor atividade
em relacdo aos 6leos obtidos nas areas 1 (61,2%) e 2 (72,2%) nos meses de dezembro e
julho, respectivamente, nos quais foram encontrados as maiores concentracdes deste
composto. Segundo Leandro et al. (2012) compostos presentes no exsudato podem
interagir sinergicamente na promocéao da atividade antibacteriana.

A atividade antibacteriana possivelmente foi influenciada pela presenca do
germacreno B, j& que os 6leos que aprentaram melhores atividades possuiam maiores
teores desse composto. E possivel que a atividade atribuida aos majoritarios seja
modulada pelos minoritarios presentes no 6leo, pois segundo Bakkali et al. (2008) esta
associacdo atua na penetracdo, distribuicdo celular e fixacdo destes nas paredes e
membranas.

Durante a floragdo, o 6leo colhido no periodo chuvoso, na &rea 2, teve o menor
potencial antibacteriano contra as cepas multirresistentes (S. aureus 358 e E. coli 27),
enquanto na estiagem durante a frutificagdo, foi mais eficaz contra E.coli 27. Os
resultados obtidos sé@o relevantes quando comparados com de alguns estudos com 0Oleos-

resina de C. multijuga, C.officinalis e C. reticulata, C. langsdorffii, C. lucens, C. paupera,
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C. martii, C. cearenses que ndo apresentaram atividade antibacteriana contra bactérias
Gram-negativas E. coli e P. aeruginosa (PACHECO et al., 2006; PACKER; LUZ, 2007;
SANTOS et al, 2008). Ja em outros trabalhos (Mendonca; Onofre, 2009; Pieri et al. 2011),
houve inibicdo de bactérias gram-negativas, E. coli e P. aeruginosa pelo 6leo-resina de
algumas espécies de Copaifera. No primeiro estudo houve inibicdo no crescimento de E.
coli ATCC-25922 e P. aeruginosa ATCC-9027, enguanto que no outro estudo foram
testadas oito cepas de E. coli com dleo-resina de C. langsdorffii o qual foi eficaz na
inibicdo de dois isolados. Essa divergéncia pode estar relacionada a influéncia de fatores
ambientais e fenoldgicos podem afetar substancialmente a qualidade e/ou a quantidade de
compostos bioativos (SZAKIEL et al., 2011; PAVARANI et al., 2012).

Em trabalho realizado por Pavaneli e Garcia (2013), utilizando o 6leo essencial de
C. langsdorffii, o halo de inibi¢cdo de E. coli foi 25mm, o mesmo obtido pelo controle,
constituido pelo antimicrobiano penicilina, podendo ser considerado um antimicrobiano
eficaz. Nao ha relatos de atividade antimicrobiana do 6leo essencial de C. langsdorffii
contra cepas multirresistentes como a E. coli 27.

A obtencéo de produtos vegetais capazes de inibir o crescimento de bactérias gram-
negativas é importante, uma vez que a membrana externa constitui uma barreira adicional a
entrada de substancias como antibidticos (VOET et al., 2008). Este fato tem sido mais
preocupante em termos de infecgGes por E. coli, conhecida por possuir uma grande
capacidade de adquirir resisténcia, a varios antibidticos. O uso de medicamentos a base de
plantas pode reduzir o aparecimento destas bactérias resistentes, dada a possibilidade da
varios compostos ativos que atuam em locais ou vias diferentes nas células bacterianas.

Estudos preliminares, porém promissores levam a intensificacdo de estudos clinicos
complementares, e a avaliacdo da acdo sinérgica e/ou antagonica destes fitoconstituintes
guando usados em associagao com outros produtos antimicrobianos, principalmente contra
bactérias multirresistentes (MENDONGCA; ONOFRE, 2009).

4.5 Atividade moduladora do 6leo essencial de Copaifera langsdorffii
Para avaliar o 6leo como potencializador da resisténcia de antibidticos da classe dos

aminoglicosideos (neomicina, gentamicina e amicacina) foram utilizadas as linhagens

bacterianas que obtiveram CIMs < 512 pg/mL.
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Na associacdo do Oleo essencial com os antibidticos aminoglicosideos em
concentracfes subnibitérias (MIC 1/8), houve atividade sinérgica e antagbnica. O valor
mais representativo para a atividade sinérgica foi observado contra a cepa E. coli, com
reducdo da CIM da amicacina de 156 pg/mL para 9,7 ug/mL, resultante das conjugagdes
com oOleos provindos das duas areas tanto do periodos de estiagem quanto de chuva. Em
relacdo ao efeito antagonico, destaca-se um aumento na CIM da gentamicina de 39ug/mL
para 78,1ug/mL com a adicdo do 6leo de C. langsdorffii obtido no periodo de estiagem na
area 2 contra S. mutans (Tabela 4 e 5).

Os Oleos essenciais potencializaram os efeitos do antibidtico neomicina contra a
maioria das bactérias, com excec¢do das CIMs obtidas para as cepas, P. aeruginosa (area 1),
E. coli 27 e S. mutans (area 2) pois, o 6leo essencial adquirido no periodo de estiagem, em
associacdo com o antibidtico mantiveram a mesma CIM obtida pelo controle (19,5ug/mL).
Os Oleos extraidos na estacdo chuvosa associados com neomicina foram mais eficazes
contra P. aeruginosa (area 1), S. mutans e as multirresistentes E. coli 27 e S. aureus,
apresentando para estas cepas CIM de 2,5ug/mL enquanto que o controle obteve CIM de
19,5ug/mL.

Sabe-se que as composi¢cdes quimicas dos Oleos analisados tém diferencas
qualitativas e quantitativas (Tabela 2), que podem ser responsaveis pelos diferentes
resultados. A atividade bioldgica ndo € atribuida a um Unico mecanismo de acdo, uma vez
que a grande variedade de grupos quimicos presentes permite que haja varios alvos na
célula (Burt 2004). Identificar os componentes especificos do Oleo essencial de C.
langsdorffii que sdo responsaveis pela atividade sinérgica do 6leo essencial em associacéo
com os aminoglicosideos esta além do escopo deste estudo. No entanto é possivel afirmar
que 6leo obtido na area 1, durante o periodo chuvoso, constituido principalmente do j-
cariofileno (27,3%) e germacreno B (12,8%), em associagcdo com 0 neomicina apresenta
melhor atividade sinérgica contra bactérias gram-positivas, gram-negativas e cepas
multirresistentes.

As capacidades de inibicdo do crescimento bacteriano dos 6leos essenciais frente as
linhagens gram-negativas sao um resultado relevante, uma vez que normalmente € descrito
na literatura a atividade contra gram-positiva, que sdo mais sensiveis aos antibidticos. As
bactérias gram-negativas apresentam particularidades estruturais que dificultam a

penetragdo dos aminoglicosideos, como a camada externa de lipopolissacarideos que
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determina propriedades de superficie, tais como permeabilidade e susceptibilidade a
antibidticos (YOKOTA, FUJII, 2007).

Tabela 4. Concentragdo inibitéria minima (ug/mL) de aminoglicosideos na auséncia e
presenca do Gleo essencial de Copaifera langsdorffii provindos da area conservada (C) e
antropiza (A) no periodo chuvoso

S. aureus E. coli P. aeroginosa
S ATCC 12692 ATCC 25922 ATCC 15442
Antibioticos C A C A c Y
CON COM CON COM CON COM CON COM CON COM COM COM
Amicacina 195 97 195 97 1562 9,7 1562 9,7 19,5 195 - -
Gentamicina 195 49 195 49 39 9,7 39 97 195 97 - -
Neomicina 9,7 2,5 9,7 2,5 195 49 195 49 195 25 - -
S. multans S. aureus 358 E. coli 27
C A C A C A
CON COM CON COM CON COM CON COM CON COM COM COM
Amicacina 39 2,5 39 195 9,7 4,9 9,7 49 781 39 - -
Gentamicina 39 2,5 39 2,5 195 25 195 97 195 49 - -
Neomicina 195 25 195 25 195 25 195 25 195 25 - -
CON: controle; COM: combinado; (-) ndo foi analisado.

Tabela 5. Concentracdo inibitéria minima (ug/mL) de aminoglicosideos na auséncia e
presenca do Gleo essencial de Copaifera langsdorffii provindos da area conservada (C) e
antropizada (A) no periodo de estiagem
S. aureus E. coli P. aeroginosa
. ATCC 12692 ATCC 25922 ATCC 15442
Antibioticos c X c A c A
CON COM CON COM CON COM CON COM CON COM COM COM
Amicacina 195 97 195 25 1562 9,7 1562 9,7 195 49
Gentamicina 195 97 195 25 39 49 39 49 195 49
Neomicina 97 25 97 25 195 49 195 49 195 195 @ - -
S. multans S. aureus 358 E. coli 27
C A C A C A
CON COM CON COM CON COM CON COM CON COM COM COM
Amicacina 39 39 39 39 97 49 97 49 781 781 781 781
Gentamicina 39 195 39 781 195 49 195 49 195 195 195 49
Neomicina 195 195 195 195 195 49 195 49 195 195 195 49
CON: controle; COM: combinado; (-) ndo foi analisado.
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5 CONCLUSAO

Espécimes de Copaifera langsdorffii em areas de cerraddo conservada e
antropizada tiveram comportamentos fenoldgicos distintos, com auséncia de floracdo e
frutificagdo na area conservada.

Os rendimentos dos 0Oleos essenciais extraidos dos 6leos-resina de C. langsdorffii
variaram nos diferentes periodos sazonais, sendo maiores na época chuvosa.

Houve alteracdo qualitativa e quantitativa na composicdo quimica dos Oleos
essenciais provindos dos diferentes ambientes, entre os periodos de estiagem e chuvoso,
nas diferentes fases fenoldgicas. Sempre predominaram os sesquiterpenos. O germacreno
B pode ter interferido na biossintese de a-humuleno e B-cariofileno.

A atividade antimicrobiana dos 6leos esséncias variou no tempo sendo maior no
periodo de frutificacdo, durante o periodo seco.

Os oOleos essenciais, provindos do periodo chuvoso, associados com o antibidtico

neomicima apresentaram potencial modelador, com relevancia clinica frente as cepas.
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