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RESUMO

PIERI, Fabio Alessandro, D. Sc., Universidade Federal de Vicosa, fevereiro de 2012.
Atividade antimicrobiana do 6leo de copaiba (Copaifera langsdorffii) e seus
constituintes, e avaliagdo do bioproduto obtido na inibicao de bactérias da
placa dental de caes. Orientadora: Maria Aparecida Scatamburlo Moreira. Co-
orientadores: Abelardo Silva Junior, Andréa Pacheco Batista Borges, Luis Augusto
Nero e Valdir Floréncio da Veiga Junior

A doenca periodontal acomete cerca de 85% dos caes com mais de quatro anos de
idade e é causada pelo acumulo de placa bacteriana na superficie dos dentes e pela
reacdao do organismo a esta. O 6leo de copaiba apresentou, anteriormente,
resultados positivos na inibicdo da placa dental em céaes, entretanto faltam estudos
que identifiquem esta atividade sobre as bactérias oriundas de caes “in vitro” e que
estabelecam as substancias ativas do 6leo. O objetivo deste trabalho foi verificar a
atividade antimicrobiana do o6leo de copaiba (Copaifera langsdorffii) e seus
constituintes, e avaliar o bioproduto obtido na inibicdo de bactérias da placa dental
de caes. Foi utilizado um o6leo de C. langsdorffii, submetido a fracionamento guiado
por bioensaio e sua ultima fracdo teve seus compostos identificados. Para confeccéo
da bacterioteca deste trabalho a placa dental supragengival de dez cades com idade
entre um e dois anos foi obtida, cultivada em agar Mitis Salivarius com dilui¢des
seriadas para obterem-se colbnias isoladas e culturas puras a partir delas. As
bactérias foram identificadas utilizando a técnica de PCR para amplificacdo de parte
do gene 16S do rDNA e os fragmentos amplificados foram sequenciados e
comparados com as sequéncias depositadas no GenBank. O 6éleo integro teve sua
capacidade antimicrobiana testada, por teste de difusdo em agar, contra 27 isolados
de Escherichia coli provenientes de leite mastitico, um isolado de campo de

Actinobacilus pleuropneumoniae e de Haemophilus parasuis além de cepas de

referéncia de Staphylococcus aureus, Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa,

XV



Proteus mirabilis, Klebsiella pneumoniae, Shigella flexneri e Citrobacter freundi. A
capacidade antibacteriana do 6leo integro e de suas fragdes iniciais foi testada
contra 20 isolados da bacterioteca da placa dental com a mesma metodologia. Dos
compostos majoritarios identificados na ultima fragao obtida foi selecionado um que
teve sua concentragao inibitéria minima avaliada sobre 34 isolados da bacterioteca e
testado em ensaio com caes para verificar sua capacidade de inibir a formacao de
placa “in vivo” comparado a um controle negativo e um positivo com clorexidina
0,125%. Da placa dental dos 10 caes foi obtida uma bacterioteca de 183 isolados
com predominancia dos géneros Staphylococcus (20,2%), Enterococcus (19,1%) e
Streptococcus(18%). O dleo integro inibiu o crescimento das cepas padréo de E.
coli, S. flexneri, P. aeruginosa e S. aureus com halos de inibicdo de 17, 18, 15 e
18mm respectivamente. Oito isolados selvagens de E. coli foram sensiveis ao 6leo
apresentando halos que variaram de 12 a 34mm. Quando testado sobre isolados da
placa dental de caes, o 6leo de copaiba inibiu 16/20 isolados de diversos géneros
com halos variando entre 10 e 15mm, e com relacéo as suas fragdes, a ndo acida se
apresentou superior, com atividade sobre 17/20 isolados e foi refracionada, por ter
acao contra mais isolados do que a fracdo acida, que inibiu apenas 8/20 isolados. A
ultima fragdo foi obtida da ndo acida e foi capaz de inibir 18/20 isolados da
bacterioteca da placa dental de caes. O composto selecionado foi denominado
LDBACUFVO01 e teve sua concentragao inibitéria minima estabelecida sobre 33
isolados da bacterioteca, sendo capaz de inibir 72% e foi considerado habilitado
para o ensaio “in vivo”. Um bioproduto foi formulado com este composto e aplicado
nos dentes de caes por 15 dias, sendo considerado superior ao controle negativo
(p<0,001) e positivo (p<0,05) na reducédo da formagdo de placa bacteriana na

superficie dental, pois a area de cobertura de placa nos dentes dos caes foi de

XVi



23,3%, 65% e 37,5% respectivamente. Conclui-se que o 6leo de copaiba possui
capacidade antimicrobiana sobre bactérias componentes da placa dental de cées e
que o bioproduto obtido, com um composto da fracdo de hidrocarbonetos

sesquiterpénicos do oleo, pode ser utilizado para redugéo da placa dental de caes.

XVii



ABSTRACT

PIERI, Fabio Alessandro, D.Sc., Universidade Federal de Vigosa, February, 2012.
Antimicrobial activity of copaiba oil (Copaifera Ilangsdorffii) and its
constituents, and evaluation of obtained bioproduct in inhibition of dental
plaque bacteria in dogs. Adviser: Maria Aparecida Scatamburlo Moreira. Co-
advisers: Abelardo Silva Junior, Andréa Pacheco Batista Borges, Luis Augusto Nero
e Valdir Floréncio da Veiga Junior

Periodontal disease affects about 85% of dogs older than four years and is caused
by the buildup of plaque on the tooth surface and its body's reaction. In other work,
Copaiba oil presented positive results in the inhibition of dental plaque in dogs,
however the literature do not present any study that identifying this activity against
bacteria from dog’s dental plaque "in vitro" and to establishing the oil active
substances. The objective of this study was to evaluate the antimicrobial activity of
copaiba oil (Copaifera langsdorffii) and its constituents, and evaluate the bioproduct
obtained in the inhibition of dental plaque bacteria in dogs. C. langsdorffii oil was
used, subjected to bioassay-guided fractionation and its last fraction had its
compounds identified. The supragingival dental plaque of ten dogs aged between
one and two years was obtained, grown on Mitis Salivarius agar with serial dilutions
to obtain isolated colonies that was cultivated to pure cultures. The bacteria were
identified using the PCR technique to amplify a part of the 16S rDNA gene and the
amplified fragments were sequenced and compared with the sequences deposited in
GenBank. The oil's antimicrobial activity was tested by agar diffusion test against 27
isolates of Escherichia coli from mastitic milk, an field isolated of Actinobacillus
pleuropneumoniae and Haemophilus parasuis and reference strains of
Staphylococcus aureus, Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa, Proteus

mirabilis, Klebsiella pneumoniae, Shigella flexneri and Citrobacter freundi. The

antibacterial ability of oil and its fractions was tested against 20 isolates of dog’s
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dental plaque bacteria with the same methodology. One of the major compounds
identified in the last fraction obtained was selected and had its minimum inhibitory
concentration evaluated against 34 isolates of dental plaque bacteria from dogs and
was tested in an assay using dogs to check their ability to inhibit plaque formation "in
vivo" compared to a negative control and a positive with 0.125% chlorhexidine.
Dental plague was obtained from 10 dogs and 183 isolates were isolated and
identified with a predominance of the genera Staphylococcus (20.2%), Enterococcus
(19.1%) and Streptococcus (18%). Copaiba oil inhibited the standard strains of E.
coli, S. flexneri, P. aeruginosa and S. aureus with inhibition zones with 17, 18, 15 and
18mm respectively. Eight wild strains of E. coli were sensitive to the oil showing halos
ranging among 12 to 34mm. When tested on dental plaque bacteria isolated from
dogs, copaiba oil inhibited 16/20 isolates with halos ranging among 10 and 15mm,
and with respect to its constituints, the not acid fraction was more effective than acid
fraction, with activity against 17/20 and 8/20 isolates respectively. The last fraction
was obtained from the not acid and was able to inhibit 18/20 of target isolates. The
selected compound was called LDBACUFV01 and had established its minimum
inhibitory concentration against the isolates, being able to inhibit 72% and was
considered qualified for the "in vivo" assay. The bioproduct was applied in dogs and
had better effect in reducing dental plaque the formation than negative control
(p<0.001) and positive control (p<0.05), with plaque coverage about 23.3%, 65% and
37.5% of total area of teeth respectively. In conclusion, copaiba oil presented
antibacterial activity against bacteria of dogs dental plaque and a bioproduct
obtained, with a sesquiterpene component of this oil, may be used in reduction of

dental plaque in dogs.
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1. INTRODUGAO

A doencga periodontal, que envolve as estruturas de suporte e protecdo dos
dentes, € a enfermidade que mais acomete os caes, chegando a cerca de 85% de
prevaléncia em animais com idade superior aos quatro anos. Esta doenca tem como
agente etioldgico a placa bacteriana, que se desenvolve sobre a superficie dental, e
a reagao do sistema imunoldgico a estes agentes. A placa bacteriana se forma com
a colonizacéo inicial da superficie dental por bactérias autéctones, que favorecem a
aderéncia de outras mais virulentas. Nesse interim, pode-se afirmar que o combate
aos micro-organismos da fase inicial, colonizadoras iniciais da placa bacteriana,
reverte-se numa agao preventiva em relagao a formacao da doenca periodontal.

Entre varias formas de combate a placa dental, a mais indicada é a
escovagao. Outro meio de prevenir a formacgado da placa seria a administracdo de
substancias antibacterianas, que, ao impedirem o crescimento, adesdo, ou ao
destruirem bactérias, inibem também o desenvolvimento da placa bacteriana. Uma
substancia que € muito utilizada por veterinarios e dentistas em tratamentos
odontoldgicos € a clorexidina, usualmente comercializada na concentragdo de
0,12%. Entretanto, o uso da clorexidina deve ficar restrito a poucos dias, em
tratamentos curtos, devido a seus efeitos indesejaveis, como escurecimento do
esmalte dental, perda de paladar, ardéncia na cavidade oral e ulceragdes na mucosa
jugal, em de tratamentos mais longos.

Por esta razdo, tem-se pesquisado novas substdncias com acao
antimicrobiana sobre as cepas orais mais importantes na formacao da placa dental,
visando o estabelecimento de uma nova terapia preventiva alternativa associada a

escovacao, tanto para humanos quanto para caes.



A medicina tradicional, baseada em produtos naturais, tem servido como
grande fonte de medicamentos alternativos para uso terapéutico em diversas
doencgas. A copaiba (Copaifera sp.) € uma arvore que tem se destacado, em
especial no Brasil, por fornecer um 6leo que possui indicagbes terapéuticas de
diversas naturezas e, também, muitos estudos tém sido realizados com a finalidade
de confirmar suas propriedades, das quais se destacam suas atividades
antiinflamatadrias, antimicrobianas, anti-sépticas e, mais recentemente, antitumorais.

Ensaios “in vitro”, tém sido desenvolvidos para avaliar aatividade
antimicrobiana do 6leo de copaiba sobre componentes importantes da placa dental
em humanos, como Streptococcus mutans. Entretanto, nenhum trabalho foi
realizado até o momento para verificar sua atividade sobre bactérias provenientes da
placa dental de caes.

Devido a alta incidéncia da doenga periodontal em caes, aos inumeros efeitos
indesejaveis decorrentes do uso da clorexidina, o ndo conhecimento da microbiota
da placa dental inicial e a necessidade de buscar alternativas de tratamento, este
trabalho objetivou a identificacdo de compostos ativos do 6leo de copaiba (Copaifera

langsdorffii) capazes de inibir bactérias componentes da placa dental de caes.



2. REVISAO DE LITERATURA

21. Periodontia

A periodontia é a ciéncia que tem por objetivo o estudo do periodonto e o
diagndstico, prevengao e tratamento das enfermidades que acometem este, visando
a promogao e o restabelecimento da saude bucal (Harvey e Emily, 1993; Roman et
al., 1995).

O periodonto é o conjunto de estruturas que adjacentes ao elemento dental,
fornece suporte e protecao ao mesmo. Estas estruturas sao: gengiva, cemento, 0sso
alveolar e ligamento periodontal (Harvey e Emily, 1993; Roman et al., 1995; De
Marco e Gioso, 1997; Clarke, 2001).

A doenga periodontal € a doenga mais comum em caes e acomete cerca de
85% dos animais com mais de quatro anos de idade. Esta doenga é progressiva e
envolve duas fases: gengivite (reversivel) e periodontite (irreversivel, mas muitas
vezes controlavel). E causada pelo acimulo de placas nos dentes. A placa é uma
membrana, aderente, constituida por bactérias da saliva e fragmentos. As bactérias
e os produtos bacterianos causam inflamacgao do tecido mole. A placa mineraliza-se
para formar o calculo dental, e migra para o interior do sulco gengival, provocando
inflamacao adicional, perda do ligamento periodontal, perda éssea e, por fim, perda
do dente (Ford e Mazzaferro, 2007).

As afecgdes que acometem a cavidade oral devem ser identificadas em seus
estagios iniciais, para que os animais possam ser tratados antes de apresentarem
graves ftranstornos sistémicos secundarios relacionados a desnutricdo e/ou

infecgdes (Pachaly, 2006). Deve-se também atentar para formas de prevencéo da



doenca como escovagao dental dos animais € uso de antimicrobianos como

adjuvantes na terapia periodontal (De Marco e Gioso, 1997).

2.1.1. Anatomia Dental dos Cées

Como na maioria dos mamiferos domésticos e seres humanos, caes possuem
denticdo difiodonte, apresentando dois conjuntos de dentes, um deciduo ou primario
e outro permanente, embora sejam edéntulos ao nascimento (Harvey, 1992).

A anatomia oral dos caes possui subdivisdes e estruturas semelhantes as dos
humanos (Fig. 1), diferindo na forma da cavidade, que varia inclusive entre as racas
(Roza, 2004), na anatomia e quantidade dos elementos dentais contidos e no apice
dos dentes (Harvey e Emily, 1993). Os cdes possuem, assim como 0s humanos,
dentes incisivos, caninos, pré-molares e molares, diferindo entre si quanto as
fungdes e numeros de raizes (Roza, 2004; Mitchell, 2005).

Os caes domeésticos possuem, em sua denticdo decidua, 28 dentes (12
incisivos, quatro caninos e 12 pré-molares) e, na permanente, 42 elementos dentais
(12 incisivos, quatro caninos, 16 pré-molares e 10 molares) (Roza, 2004).
Independente do numero de raizes, funcado, tamanho e forma, os dentes possuem
subdivisdes comuns a todos os tipos (Roza, 2004), e formam o 6rgao dental, quando
em conjunto com algumas estruturas adjacentes (Gioso, 2003).

Para o perfeito entendimento da doenca periodontal, sdo importantes maiores
esclarecimentos a respeito de um conjunto de estruturas que constituem a
articulagao alvéolo-dentaria, o periodonto (Picosse, 1987).

O periodonto (peri, em volta de; odonto, dente) (Lindhe e Karring, 1997) é o
conjunto de tecidos moles e duros (Mitchell, 2005) que d&o suporte (Dillon, 1984;

Harvey e Emily, 1993; Domingues et al., 1999), fixando, aderindo, o dente no osso



alveolar (Lindhe e Karring, 1997; Roza, 2004) e protegem o0 mesmo (Roza, 2004). As
estruturas que compdem o periodonto s&o: o ligamento periodontal, cemento,
gengiva e o osso alveolar (Carranza, 1983; Lindhe e Karring, 1997; Wiggs e
Lobprise, 1997). Ha uma divisdo dessas estruturas de acordo com suas fungoes,
existindo assim o periodonto de sustentagdo formado pelo cemento, o ligamento
periodontal, o osso alveolar, e a gengiva que além de participar da sustentagao

também compde o periodonto de protecao (Roza, 2004).

Epitélio Juncional

e

' Gengiva aderida

- Gengiva livre

Cemento

| Ossoalveolar

- Ligamento periodontal

Figura 1 — Principais estruturas da anatomia do érgao

dental em caes.
Fonte: Pieri et al. (2012a)

Gengiva
A gengiva é a parte da mucosa mastigatdria que circunda a porgao cervical do

dente e recobre o processo alveolar (Lindhe e Karring, 1997). Tem como principal



funcao proteger as estruturas adjacentes ao dente, sendo entdo a primeira barreira
de defesa contra a doenga periodontal (Harvey e Emily, 1993). Podem ser
diferenciadas duas partes: a gengiva livre e a aderida (Fig. 1) (Harvey e Emily, 1993;
Lindhe e Karring, 1997; Johnston, 2001).

A gengiva livre pode ser rosea, ou pigmentada em algumas ragas, com
consisténcia firme e possui uma superficie opaca (Lindhe e Karring, 1997). A
margem da gengiva livre € a borda da gengiva. Entre a gengiva livre e o dente, se
forma uma cavidade (Mitchell, 2005) denominada sulco gengival, que, em condigdes
normais no cao, varia em profundidade entre um e trés milimetros (Harvey e Emily,
1993; Roza, 2004). O sulco é circundado por um epitélio aderido que secreta um
fluido com células mediadoras de inflamagao, imunoglobulinas e substancias
antibacterianas, importantes na protecao fisica e imunoldgica do epitélio juncional e
tecidos profundos (Pope, 1993).

O epitélio juncional localiza-se no fundo do sulco, com células planas e
alongadas (Hennet, 1995; Wiggs e Lobprise, 1997; Johnston, 2001), que aderem ao
esmalte através de hemidesmossomos, promovendo a juncdo entre gengiva e o
dente (Harvey e Emily, 1993; Johnston, 2001). O epitélio juncional termina na jungao
cemento-esmalte (Fig. 1) (Roza, 2004).

Em processos, como inflamacgéao, hiperplasia ou a jungao dos dois processos,
o epitélio juncional pode regredir apicalmente, ou a gengiva aumentar, tornando o
sulco gengival mais profundo (Harvey e Emily, 1993). Na hiperplasia gengival, o
aprofundamento do sulco acontece sem perda de tecido periodontal, sendo
denominado de pseudobolsa, porém quando ja existe perda do tecido de
sustentacao e protecdo do elemento dental, o sulco passa a ser chamado de bolsa

periodontal, que pode ser de dois tipos: supra-6ssea, quando o fundo da bolsa é



coronario ao osso alveolar de suporte, e intra-6ssea quando o fundo encontra-se
apicalmente localizado em relagdo ao osso alveolar adjacente. A profundidade da
bolsa pode variar entre as regides da boca, e até entre dentes vizinhos (Newman et
al., 2004).

A gengiva aderida € a continuagdo da gengiva livre, que, resistente, é
firmemente ligada ao osso subjacente, e estende-se até a jungdo mucogengival

(Carranza, 1983).

Cemento

O cemento € um tecido duro e sem vascularizagdo (Harvey et al., 1994;
Hennet, 1995) que cobre a raiz do dente (Fig. 1) (Mitchell, 2005), composto por
fibras colagenas embutidas em uma matriz orgénica, e possui em sua porgéao
mineral, que € responsavel por cerca de 65% do seu peso, cristais de hidroxiapatita
(Lindhe e Karring, 1997). Possui, como principais fun¢des, a inserg¢édo das fibras do
ligamento periodontal a raiz do dente (Harvey e Emily, 1993; Lindhe e Karring, 1997;
Roza, 2004), a contribuicdo para o processo de reparagao da superficie radicular e a
manutengao das fibras do ligamento periodontal (Picosse, 1987; Lindhe e Karring,
1997).

Existem dois tipos de cemento: primario (ou acelular) e secundario (ou
celular). O primeiro é formado em associagdo com a formagao da raiz e a erupgao
do dente (Lindhe e Karring, 1997), e ocupa os tergos, coronal e médio da raiz
dentaria, sendo ocupado em sua maior parte pelas fibras de Sharpey, que sao fibras
colagenas do ligamento periodontal, que se prendem em uma extremidade ao
cemento e por outra ao 0sso alveolar (Roza, 2004). O cemento secundario ou celular

forma-se apds a erupgao do dente (Lindhe e Karring, 1997), localiza-se normalmente



na regiao periapical e é secretado pelos cementocitos ou cementoblastos, que séo
células que ficam aprisionadas a matriz organica do cemento, e que, por esse nao

possuir vascularizagao sao nutridas a partir do ligamento periodontal.

Osso Alveolar

O osso alveolar compreende a maxila, o osso incisivo e mandibula, que da
suporte aos elementos dentais em cavidades onde os mesmos ficam inseridos.
Essas cavidades sao denominadas de alvéolos (Picosse, 1987; Harvey e Emily,
1993; Roza, 2004).

Composto por 65% de sais minerais (Wiggs e Lobprise, 1997), esse osso
possui consisténcia dura, e € muito denso e compacto, mas difere do cemento
radicular, por possuir inervagao e vascularizagao sanguinea e linfatica (Lindhe e
Karring, 1997).

O interior dos alvéolos & onde se localiza a placa cribiforme, que,
radiograficamente, recebe a denominacgao de lamina dura, caracterizada como uma
linha radiopaca ao redor do alvéolo. Nessa placa se ligam as fibras do ligamento
periodontal para fixagdo do dente, e é por onde passam 0s vasos, para a irrigacao
do ligamento e nutrigdo da matriz organica do cemento (Harvey e Emily, 1993; Roza,
2004).

O osso alveolar pode ser reabsorvido ou remodelado, de acordo com os

estimulos que possa vir a sofrer (Harvey e Emily, 1993; Roza, 2004).



Ligamento Periodontal

O ligamento periodontal € uma estrutura de tecido conjuntivo, que liga o dente
ao seu alvéolo (Fig. 1), fixando-o (Lindhe e Karring, 1997; Figueiredo e Parra, 2002).
Tem sua origem em células mesenquimais do saco dental (Picosse, 1987; Wiggs e
Lobprise, 1997).

O ligamento periodontal contém nervos, grande vascularizagdo, com vasos
provindos da artéria maxilar no caso da maxila e da artéria alveolar inferior na
mandibula, e outras células, localizando-se entre 0 cemento radicular e a placa
cribiforme. Sua altura, largura, qualidade e estado sdo determinantes para conferir
ao elemento dental a sua mobilidade caracteristica (Harvey e Emily, 1993; Lindhe e
Karring, 1997; Roza, 2004).

Existem trés categorias diferentes de fibras no ligamento periodontal: as fibras
do grupamento gengival, as do grupamento transeptal e as do grupamento alvéolo-
dental. As do primeiro grupamento s&do compostas pelas fibras dentogengivais (ligam
0 cemento a gengiva), as alveologengivais (ligam a placa cribiforme a gengiva) e as
circulares (circundam o dente na altura da gengiva livre). As fibras do grupamento
transeptal ligam o cemento supra-alveolar de dentes circunvizinhos. Por ultimo as
fibras do grupamento alvéolo-dental, sdo compostas pelas fibras: da crista alveolar
(ligam crista alveolar ao cemento de forma obliqua); horizontais, (ligam a crista ao
cemento horizontalmente); obliquas (ligam o cemento ao osso alveolar, possui maior
numero de ligamentos); apicais (ligam o osso alveolar ao cemento em torno do
apice); e finalmente pelas inter-radiculares (ficam entre raizes de dentes
multirradiculares) (Wiggs e Lobprise, 1997; Roza, 2004).

O ligamento periodontal desempenha varias fungbes no 6rgao dental, como

funcdes fisica, formadora, sensorial, nutritiva e homeostatica. A fungao fisica se



relaciona a sustentacdo do dente, absorcdo ao choque provocado pela forga
mastigatoria e transmissao das forgas oclusais ao osso (Figueiredo e Parra, 2002);
ja a funcdo formadora é realizada através dos osteoblastos, cementoblastos e
fibroblastos; a reabsortiva através dos osteoclastos, cementoclastos e fibroclastos
(Clarke, 2001); a funcédo sensorial se refere a sua abundante inervacao por fibras
nervosas sensoriais capazes de transmitir sensagoes tateis, de pressao e dor pelas
vias trigeminais; da mesma maneira a fungcdo nutritiva se da pelos vasos
sanguineos, os quais fornecem nutrientes e outras substancias requeridas pelos
tecidos do ligamento, pelos cementdcitos e pelos ostedcitos mais superficiais do
osso alveolar; finalmente a funcdo homeostatica ocorre pela sua capacidade de
reabsorver e sintetizar a substancia intercelular do tecido conjuntivo do ligamento,
0sso alveolar e cemento (Carranza, 1983; Figueiredo e Parra, 2002).

Em casos onde acontece avulsdo completa do elemento dental, existe a
possibilidade da reintegracdo do mesmo ao organismo, desde que restituido ao
alvéolo de forma rapida, pois o ligamento periodontal tem a capacidade de aderir
novamente ao cemento. Nestes casos deve-se proceder realizando o devido
tratamento endodéntico, visto que a vascularizacdo apical do dente fora rompida

(Gioso, 2003).

2.1.2. Doencga Periodontal

A doencga periodontal tem sido descrita como uma infecgao multifatorial, tendo
como fatores etiolégicos a placa bacteriana, a microbiota, o status imunolégico, a
quantidade de saliva, raca, idade, rotina de limpeza profilatica e tipo de alimentacao.
Em humanos encontra-se definido o perfil microbiano da placa bacteriana, que € o

agente etiolégico primario, a qual é inicialmente constituida predominantemente por
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bactérias Gram-positivas, aerdbias e sem motilidade no inicio da infeccéo, e por
bactérias anaerdbias, Gram-negativas e com motilidade nos estagios mais
avancados da infecgao e infere-se que este perfil se repita nos caes (Harvey e Emily,
1993; Roza, 2004).

A doenga periodontal € causada, tanto em humanos como em caes, pelo
acumulo de placa bacteriana nos dentes e gengiva (Harvey e Emily, 1993; Gioso e
Carvalho, 2004), os produtos téxicos do metabolismo destas bactérias (toxinas
bacterianas) e a resposta imunolégica do hospedeiro contra a infecgdao (Mitchell,
2005), desencadeando entdo um processo inflamatério. Inicialmente este processo
acomete apenas os tecidos gengivais, caracterizando a denominada gengivite, mas
que, posteriormente, pode se agravar e evoluir para um processo de periodontite,
que envolve alteragdes nos outros tecidos do periodonto e que pode acarretar perda
ossea, de ligamento periodontal, em alguns casos de cemento, e até do elemento

dental envolvido (Harvey e Emily, 1993).

Placa Bacteriana Dental

A placa bacteriana € um biofilme que coloniza toda a cavidade oral (Gioso,
2003), as faces dos dentes em sua estrutura amelar (esmalte) (Slee e O’Connor,
1983; Katsura et al., 2001) e os sulcos gengivais dos mesmos (Domingues et al.,
1999). Essa placa associada a superficie do dente, denominada placa dental,
(Wilderer e Charaklis, 1989; Lang et al., 1997), é apontada como a maior causadora
do processo patoldgico (agente etioldgico) (Tanzer et al., 1977; McPhee e Cowley,
1981). A placa tem como principais constituintes glicoproteinas salivares, sais

minerais, bactérias orais, polissacarideos extracelulares que aderem a superficie
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dentaria, células epiteliais descamadas, leucdcitos, macréfagos e lipideos (Harvey e
Emily, 1993; Roza, 2004).

Inicialmente, uma pelicula é formada sobre as superficies dentais e outras
regides da boca, denominada pelicula aderida, que € um filme organico derivado da
saliva que, a principio, ndo possui bactérias (Sans e Newman, 1997). A pelicula
adquirida inicia a formacdo de um biofilme, através da adesdo das primeiras
bactérias, que sdo em humanos na sua grande maioria cocos Gram-positivos
aerobios (Lang et al., 1997; Sans e Newman, 1997; Gioso, 2003), principalmente do
género Streptococcus, que produzem exopolissacarideo o que facilita a fixagéo
destas bactérias as superficies (Wiggs e Lobprise, 1997; Gioso, 2003; Roza, 2004),
principalmente em locais onde ocorrem pequenas irregularidades, fissuras ou
rugosidades (Sans e Newman, 1997). Alguns estudos buscaram identificar a
microbiota da placa dental em caes e relataram baixa presenca de Streptococcus
utilizando meios de cultura ndo seletivos (Elliot et al., 2005; Riggio et al., 2011).
Entretanto, como este género necessita de condigdes especiais para seu isolamento
a partir de amostras com grande diversidade microbiana, pode ter tido seu
crescimento inibido por outras bactérias (Takada et al., 2006). Assim continua
desconhecida a importancia dessas bactérias na composi¢cao da placa dental inicial
em céaes

A primeira camada de bactérias normalmente é monocelular (Fig. 2) e se
apresenta irregularmente distribuida sobre a superficie dental. A partir da
multiplicagdo microbiana, a camada passa a sair destas zonas de irregularidades na
superficie do esmalte e, aumentando de volume, as placas isoladas passam a se
unir, formando uma placa unica (Fig. 2). Com o desenvolvimento da placa dental,

apresenta-se uma nova fase, onde novas cepas microbianas, com menor
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capacidade de aderéncia as estruturas dentais, aderem a placa ja formada,
caracterizando novas microcolonias e aumentando a biodiversidade da mesma
(Sans e Newman, 1997). Este processo é chamado de organizagao da placa
bacteriana, no qual as bactérias precisam de aproximadamente 24 a 48 horas para
se organizarem a ponto de causarem a doenga (Fig. 2) (Gioso, 2003). Nesta fase, o
combate a placa bacteriana, com a sua simples desorganizacdo, € capaz de

estagnar e retroceder o processo (Slee e O’Connor, 1983).

8|

Figura 2 — organizagao da placa dental em caes: A) camada inicial monocelular
de cocos e bastonetes Gram-positivos, distribuida irregularmente no dente; B)
formacgao de placa unica com crescimento microbiano de cocos e bastonetes
Gram-positivos e producdo de glicocalix; C) aumento da diversidade
microbiana com adesdo de bastonetes Gram-negativos; D) maturagao do

biofilme com presenga de espiroquetas.
Fonte: Pieri et al. (2012a)

Nao havendo interferéncia na formacgao da placa bacteriana, pode ocorrer um

processo inflamatério, que marca o inicio da doenca periodontal, que propicia
13



ambiente favoravel a alteragdo de sua composi¢do microbiana, passando a um
biofiilme com caracteristicas mais agressivas, determinando fases posteriores da
doenca (Sans e Newman, 1997; Loesche e Grossman, 2001; Gioso, 2003).

De acordo com a localizagéo, a placa pode ser classificada como supra ou
subgengival. A placa supragengival corresponde principalmente aos agregados
microbianos encontrados nas superficies dentais (maior parte no tergco gengival da
coroa), contudo, pode se estender para o sulco gengival, onde ficam em contato
imediato com a gengiva marginal. A placa subgengival corresponde aos agregados
bacterianos encontrados totalmente dentro do sulco gengival ou bolsas periodontais

(Harvey e Emily, 1993).

Bactérias da placa dental

As espécies de micro-organismos presentes na placa dental modificam-se de
acordo com a evolugdo da doenga. Na gengiva sadia, cocos Gram-positivos s&o
cerca de dois tercos das bactérias presentes, seguidos por bastonetes iméveis
pequenos. As bactérias presentes sdo essencialmente Gram-positivas e
praticamente ndo ha representacdo consideravel de tipos bacterianos mais
virulentos. Ja na fase de gengivite, os bastonetes Gram-positivos (imoveis)
aumentam gradualmente, havendo também aumento na populagdo de bactérias
Gram-negativas. Este padrdo de alteragcdo se mantém até a fase de acometimento
do periodonto (periodontite), quando as bactérias Gram-negativas e mais
patogénicas se tornam a maioria, chegando as espiroquetas a representar quase a
metade das bactérias presentes, enquanto as Gram-positivas s&o pouco

representativas (Niezengard et al., 1997).
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Em cades ainda permanecem né&o estabelecidas as principais bactérias
envolvidas na formagdo e composi¢cao da placa dental inicial, porém estudos em
humanos descrevem como principais bactérias dos géneros Streptococcus (Harvey
e Emily, 1993; Loesche e Grossman, 2001; Katsura et al.,, 2001; Drumond et al.,
2004; Swerts et al., 2005), Actinomyces (Slee e O’'Connor, 1983; Katsura et al.,
2001) e Lactobacilus (Drumond et al., 2004; Roza, 2004). Esses micro-organismos
colonizam inicialmente a pelicula aderida do esmalte dental, passam a se multiplicar
e agregar. A partir dai, receptores de superficie nos cocos e bastonetes Gram-
positivos permitem aderéncia de bactérias Gram-negativas e, com o passar do
tempo, passam a se apresentar com maior biodiversidade e potencial patogénico
(Lang et al., 1997). Deste grupo, alguns estudos apresentam como os géneros mais
importantes em caes: Veillonella, Prevotella, Fusobacterium e Porphyromonas
(Armstrong e Hunt, 1972; Murray et al., 1992; Domingues et al., 1999; Katsura et al.,
2001; Braga et al., 2005).

As bactérias envolvidas no processo patolégico do periodonto, tanto em
humanos como em cées, podem migrar a outras regidées do corpo pela corrente
sanguinea causando bacteremia, e diversas doencas em outros locais como
endocardite, nefrite (Harvey e Emily, 1993; Debowes, 1996; Gioso, 2003), hepatite
(Debowes, 1996; Gioso, 2003) e miocardite (Harvey e Emily, 1993).

Fases da Doenca Periodontal

Em cées, a progressao da doenca periodontal pode ser dividida em fases com
base na aparéncia clinica da gengiva, classificada de acordo com um indice que
varia do grau zero, para gengiva sadia, ao quatro, quando ha acometimento severo
da mesma (Roza, 2004; Mitchell, 2005) e na perda de aderéncia do periodonto, que

€ medida com a insergdo de uma sonda milimetrada no sulco gengival. Esta
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mensuragao representa o quanto o epitélio juncional ja migrou em diregao ao apice
do dente. O resultado em milimetros € a distancia entre o fundo do sulco gengival ou
bolsa periodontal até a jungdo amelocementaria. O indice de perda de aderéncia é
expresso pela razédo entre a perda e a aderéncia normal total (Mitchell, 2005).
Considerado o estagio zero da doengano periodonto sadio (Harvey e Emily,
1993), a gengiva apresenta-se com coloragcéo uniforme, a placa bacteriana presente
€ imperceptivel, e possui caracteristicas pouco virulentas. Nao ha halitose (De Marco
e Gioso, 1997). Com o aumento da placa bacteriana e sua alteragdo no que diz
respeito a quantidade e especificidade de micro-organismos presentes, tal como sua
viruléncia, comecga a surgir entdo uma inflamacado que marca o inicio da doenca
periodontal propriamente dita, que pode ser dividida nas fases: gengivite (estagio 1);
periodontite inicial (estagio 2); periodontite moderada (estagio 3); e periodontite
severa (estagio 4) (Harvey e Emily, 1993). A figura 3 apresenta os estagios de

evolucdo da doenca periodontal.

Gengivite

O estagio numero um da doenga periodontal (Gengivite) inicia-se com o
surgimento de bactérias que, através de seus metabdlitos, passam a provocar
inflamagéo no tecido gengival, primeira defesa do 6rgéo dental, porém sem causar
danos as estruturas do periodonto de sustentacdo. A referida inflamacao é
semelhante a que ocorre em outros tecidos conjuntivos. Apresenta vasodilatacao,
marginalizagdo leucocitaria, migragcdo celular, produgdo de prostaglandinas e
enzimas destrutivas (Gioso, 2003), fazendo com que a gengiva apresente-se
avermelhada (Fig. 4), edemaciada e dolorida, podendo apresentar halitose (De

Marco e Gioso, 1997).
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Figura 3 — Evolugao da doencga periodontal: A) Inicialmente com o periodonto
sadio, a gengiva se apresenta résea, sem edemaciagao, o osso alveolar
circunda por completo a raiz do dente; B) Na gengivite a gengiva se torna
avermelhada, com leve edemaciagao o osso alveolar continua ao redor de toda
a raiz do dente; C) Com o desenvolvimento da periodontite leve visualiza-se a
gengiva inflamada, avermelhada e ha leve perda de sustentagao do dente com
a absorcao do osso alveolar; D) Nas fases de periodontites moderada e severa
ha perda grave da sustentagcdo do dente, com absorciao severa do osso

alveolar e a gengiva, muito inflamada pode se apresentar cianética.
Fonte: Pieri et al. (2012a)

Nesta fase ainda ha a possibilidade de involugdo da doenca mediante o
correto manejo da saude oral do animal, com medidas como a escovagao,
promovendo a remogao do agente etioldgico (placa bacteriana) (Gorrel e Rawlings,
1996; Gioso, 2003). Neste momento pode-se também utilizar anti-sépticos bucais em

conjunto com a escovagao, para obtermos aumento da eficiéncia da remogao
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bacteriana (Clarke, 2001). A doencga periodontal pode permanecer neste estado ou
progredir para a perda de insergao da gengiva ao dente, ou seja, perda da aderéncia
do epitélio juncional e conseqlentemente a formacgédo das bolsas periodontais
tornando entao caracterizado o inicio do estagio patolégico denominado periodontite

inicial (Hennet, 2002).

Figura 4 - Cao da ragca poodle de 2 anos apresentando

gengivite; A) rubor da regidao marginal da gengiva;
Fonte: Pieri et al. (2012a)

Periodontite Inicial

A periodontite inicial € a consequéncia da auséncia de tratamento da
gengivite. E a fase que se inicia com a perda da insercdo do epitélio juncional, sendo
considerada a primeira fase irreversivel da doencga, e a partir deste ponto, passa a
ser possivel apenas estabiliza-la (De Marco e Gioso, 1997; Gioso, 2003; Roza,

2004). E a extensdo do processo inflamatério em direcdo ao periodonto de
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sustentacao (ligamento periodontal, cemento e osso alveolar), e leva a destruicao
progressiva dos tecidos relatados (Harvey e Emily, 1993; Hennet, 2002).

A gengiva encontra-se com topografia ainda normal, podendo apresentar leve
retragcdo gengival, ja muito inflamada e pode sangrar quando tocada. Ja ha leve
inflamacgao no ligamento periodontal e perda 6ssea ainda pouco evidente (Harvey e
Emily, 1993). Ha halitose (De Marco e Gioso, 1997) e formacgao de calculo dentario
que é a mineralizacdo da placa dental através de sais da saliva, tornando mais facil
a aderéncia de novos micro-organismos mais virulentos aumentando a severidade
das lesbes causadas aos tecidos periodontais. A quantidade de calculo ndo deve ser
utilizada para a classificacdo da doencga, visto que ndo é o agente etiolégico da
doenca, e sim a placa bacteriana. Grandes quantidades de calculo ndo sao
indicativas da fase em que a doenca se encontra, devendo-se entdo fixar o
diagndstico da doenga na sondagem gengival para avaliar a perda de adeséo do

epitélio (Gioso, 2003; Roza, 2004).

Periodontites moderada e severa

As periodontites, moderada e severa sdo os estagios mais avangados da
doenca periodontal e diferem entre si apenas em relagdo ao grau das lesdes (Fig. 5
e 6) (Harvey e Emily, 1993). Alguns autores nao relatam a presenca da periodontite
moderada, considerando apenas a periodontite severa, apds o processo inicial de
agressao aos tecidos de sustentagdo do elemento dental (De Marco e Gioso, 1997).
Nestas fases a microbiota da placa dental é diversa da inicial, possuindo apenas
pequena quantidade de cocos Gram-positivos imoveis, e altas porcentagens de
espiroquetas Gram-negativas com motilidade, praticamente ausentes em individuos

sadios (Niezengard et al., 1997).
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Essas fases apresentam inflamag&o severa com sangramento como resposta
ao minimo estimulo, grande acumulo de placa bacteriana, mau halito intenso (De
Marco e Gioso, 1997), mobilidade dental leve (na moderada) ou grande (na severa)
(Harvey e Emily, 1993), e, na maioria dos casos, ha também retracdo gengival e
grande acumulo de calculo dental.

As bactérias podem entrar na circulagdo sanguinea e causar doengas no
coragao, figado, rins, articulagdes e outros 6rgaos (De Marco e Gioso, 1997; Gioso,
2003). No caso da periodontite moderada, chega a haver entre 25 e 50% de perda
de periodonto de sustentagao (que pode ser mascarada por hiperplasia gengival em
alguns animais), trazendo a necessidade de tratamento e cuidados especiais para a
manutencao do elemento dental no alvéolo. Na periodontite severa, existe perda de
mais de 50% do tecido periodontal de sustentacdo, podendo haver exposi¢do de
furca em dentes multirradiculares e levando em muitos casos a esfoliacao de dentes
(Harvey e Emily, 1993).

A prevencao é considerada aspecto essencial para a manuteng¢ao dos dentes
dos animais por toda sua vida, impossibilitando a formac¢do do processo patolégico
periodontal (Lyon, 1991). Sdo consideradas técnicas preventivas, através da
eliminacdo da placa dental supra e sub-gengival, a escovagao, produtos mastigaveis
promotores de atrito e a utilizacdo de substancias antimicrobianas. Deve-se destacar
a necessidade do acompanhamento da eficacia da técnica preventiva por um
meédico veterinario e que na maioria das vezes sera necessaria a intervencao do
mesmo para a realizagdo de raspagem dental visando eliminar a placa e o calculo

residuais em locais de dificil acesso nos dentes (Lima et al., 2004).
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Figura 5 — Cao da raca poodle apresentando periodontite moderada. O circulo

pontilhado vermelho apresenta exposi¢ao radicular com retragao gengival.
Fonte: Pieri et al. (2012a)

Figura 6 — Cao da raga Poodle, 14 anos, com doenga periodontal severa.
Observe coroa dental com grande presencga de calculo (a), retragdo gengival
visivel (b) e gengiva hiperémica(c).

Fonte: Pieri e Moreira (2010)
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Prevencéao da doenca periodontal

A escovacao dental que age por meio da remogéao do biofiime dental através
de atrito (Dupont, 1998), é considerada uma técnica com efeito superior para a
reducao no acumulo de placa bacteriana sobre o elemento dental (Hennet, 2002).
Preconiza-se a escovacado dental dos animais, no minimo, trés vezes por
semanadevido ao tempo necessario para a organizagdo da placa

bacteriana((Niemiec, 2008).

Figura 7 — Proprietario praticando escovagao dental em cao da raga poodle.
Fonte: Pieri et al. (2012a)

A técnica de escovagao deve ser empregada da maneira correta, pois seu
uso inadequado pode aumentar a prevaléncia da doenga periodontal, como ocorre
em humanos (Jongenelis e Wiedemann, 1997). Uma das técnicas indicadas (Fig. 7)
utiliza movimentos circulares sobre as faces dentais, com a escova inclinada a um
angulo de 45° da margem gengival (Niemiec, 2008).

Alguns estudos tém sido conduzidos com a intengdo de estabelecer novas

terapias de combate ao acumulo microbiano nas faces dentais, tanto para auxilio a
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escovagao quanto para utilizagdo como agente preventivo de eleicdo contra a
doencga periodontal, nos casos da ineficiente pratica da escovagdo, como em
animais indoceis que nao permitem as praticas mecanicas de manejo oral (Gioso e
Carvalho, 2004; Pieri et al, 2010).

Varias formas de introdugcédo destas terapias no manejo do animal tém sido
testadas, entre elas a utilizacado de biscoitos e objetos mastigatorios para higiene
oral (Gioso e Carvalho, 2004; Niemiec, 2008), aditivos para agua de beber com agao
inibitéria no crescimento das bactérias (Clarke, 2006), solu¢des enxaguatérias
bucais além de couros e biscoitos com adicdo de agentes antimicrobianos (Addy,
1997; Niemiec, 2008).

A aplicacdo tépica de um medicamento para o controle da doenca €
considerada a mais desejavel, tendo em vista a menor incidéncia de efeitos
colaterais quando comparada a outras vias de aplicacdo. Para a prevengao da
doenca periodontal, levando-se em consideragdo a maior prevaléncia da placa
supragengival, sugere-se o uso de solugbes de uso topico oral, como os
enxaguatorios bucais, suficientes para o combate as bactérias em questdo, e com
grande vantagem devido a sua grande facilidade de aplicagdo na maioria dos
pacientes (Ciancio e Niezengard, 1997).

Entre as substancias quimicas que podem ser utilizados desta forma, para a
reducdo no acumulo de placa em faces dentais, tém sido bastante avaliadas as
bisguanidas, amdnias quaternarias e fendis. Como substancia que possui a maior
eficacia comprovada na inibicdo da placa bacteriana oral, aparece a clorexidina
(Hennet, 2002), que possui boa atividade anti-séptica contra todos os patégenos
orais, e mais diretamente sobre os organismos da placa bacteriana (Harvey e Emily,

1993). Sua principal concentracdo de uso comercial é a solugao alcodlica a 0,12%,
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sendo também encontrada em solu¢des sem alcool e em forma de gel (Robinson,
1995).

Apesar da indicagdo de uso da clorexidina no combate a placa dental, essa
substancia apresenta uma série de efeitos desagradaveis quando utilizada em
terapias prolongadas, como perda do paladar, pigmentacdo do esmalte dental,
ardéncia e ulceragbes na mucosa jugal (Zanini et al., 1995). Tais efeitos justificam a
utilizacao desta substancia apenas por poucos dias (Gioso, 2003), o que inviabiliza
sua aplicagao na prevencao da doenga periodontal e exigiria uso prolongado do
agente quimioterapico eleito para esta finalidade (Lascala e Moussalli, 1995).

O adogante natural xilitol vem sendo utilizado em pacientes humanos em
gomas de mascar, enxaguatérios bucais e cremes dentais com a finalidade de
reduzir a placa bacteriana. Ha também no mercado veterinario hoje, um produto a
base de xilitol, que acrescido a agua do animal, teria efeito redutor na formagao da
placa bacteriana oral (Dunayer e Gwaltney-Brant, 2006).

Recentemente, o éleo de girassol ozonizado foi testado, apresentando efeitos
positivos na redugcdo microbiana em pacientes humanos com doenga periodontal
(Fiorini et al., 2006) e o 6leo de copaiba foi aplicado de forma topica em cées, tendo
sido obtidos resultados iguais aos da clorexidina na redugdo da populagdo
microbiana oral destes animais (Pieri et al., 2010). Adicionalmente alguns ensaios in
vitro foram realizados para andlise da atividade antimicrobiana do 6leo de copaiba
sobre bactérias formadoras de placa dental (Simbes, 2004; Pieri, 2012b; Valdevite et
al., 2007), e avaliagao da inibicdo da aderéncia de Streptococcus sp. em capilares
de vidro causada pelo mesmo fitoterapico (Pieri et al., 2010), obtendo em ambos os

casos resultados positivos.
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Desta forma, pesquisadores prosseguem em suas analises a procura de
novos produtos para uso na prevengao da doencga periodontal através da inibicdo da
placa bacteriana, com possibilidade de uso continuo (Pieri et al., 2010), buscando-se
com especial interesse um quimioterapico que combine propriedades como atividade
antimicrobiana, sem provocar resisténcia bacteriana, e inibicdo de aderéncia
microbiana nas superficies dentais, que sugeririam grande potencial para utilizagao
em terapias na cavidade oral e como auxiliar na higiene oral (Sudo et al., 1976;
Corner et al., 1988). Para utilizagdo na terapéutica de animais domésticos, sugere-se
a inclusdo deste agente antimicrobiano e antiaderente em formulagcbes contendo
palatabilizantes a base de galinha, carne bovina, peixes, etc (De Marco e Gioso,

1997).

2.2. Copaiba

No Brasil, as arvores sdo conhecidas como copaiba, copaibeira, pau-de-dleo,
copauva, copai (Cascon, 2004), copaibarana (Rodrigues, 1989), copaibo, copal,
marimari e balsamo dos jesuitas, e o 6leo € chamado de d6leo de copaiba ou
balsamo. Nos demais paises da América Latina, denomina-se a arvore como “palo-
de-balsamo”, “aceite”, “cabima”, entre outros. A denominacdo da oleo-resina em
inglés é “copaiba balsam” e do dleo volatil, “copaiba oil’. Em francés a arvore é
denominada “copayer”, a 6leo-resina, “baume de copayer” e o volatil, “huile de
copayer” (Cascon, 2004).

Essa planta apresenta-se na classificacdo botanica, pertencente a familia
Leguminosae (Fabaceae), sub-familia Caesalpinoideae, género Copaifera, (Lloyd,

1898; Brito et al., 2000; Maciel et al., 2002; Veiga Junior et al., 2005; Oliveira et al.,
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2006) e, segundo o Index Kewensis (1996), possui 72 espécies descritas, sendo 16

delas encontradas exclusivamente no Brasil (Veiga Junior e Pinto, 2002).

Figura 8 — Arvores de copaiba (Copaifera langsdorffii) localizadas na cidade de

Alfenas-MG, sob as coordenadas geograficas 21° 26’ 33” sul e 46° 0' 55" oeste.
Fonte: Pieri et al. (2009)

Entre as espécies mais abundantes no Brasil e na América do Sul estao a
Copaifera officinalis L. (Norte do Amazonas, Roraima, Coldmbia e Venezuela), a
Copaifera guianensis (Guianas), Copaifera reticulata Ducke, Copaifera multijuga
Hayne (Amazbnia), Copaifera confertiflora (Piaui), Copaifera langsdorffii (Fig. 8)
(Brasil, Argentina e Paraguai), Copaifera cariacea (Bahia) e Copaifera cearensis
Huber ex Ducke (Ceara) (Wood et al., 1940; Mors e Rizzini, 1966).

No continente Africano, na regido do Congo, Camardes, Guiné e Angola, sédo
descritas 19 espécies. Nessas regides € comum a presencga de citagdes de ambares

(6leo-resinas fossilizadas) provenientes de espécies de Copaifera. Ha também uma
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espécie descrita na ilha de Bornéu na Malasia, chamada Copaifera palustris, a qual

se assemelha muito as espécies africanas (Veiga Junior e Pinto, 2002).

2.2.1. Histérico

A origem do nome parece ter vindo do tupi “cupa-yba” que significa “arvore de
depdsito” (Veiga Junior e Pinto, 2002; Ramos, 2006), ou que tem jazida, referindo-se
ao 6leo que possui em seu interior (Veiga Junior e Pinto, 2002).

O 6leo de copaiba e suas propriedades medicinais eram muito conhecidos
pelos indios latino-americanos (Salvador, 1975; Cardim, 1998; Veiga Junior e Pinto,
2002) que os utilizavam para curar feridas de guerreiros apos batalhas (Maciel et al.,
2002) e para passar no coto umbilical de recém nascidos (Maciel et al., 2002;
Francisco, 2005). Supbe-se que tal conhecimento advém da observagdo do
comportamento de alguns animais feridos, que se atritavam no tronco das arvores
de copaiba, na busca da cicatrizagdo de suas feridas (Lloyd, 1898; Maciel et al.,
2002; Veiga Junior e Pinto, 2002; Francisco, 2005). Assim observou o holandés
Gaspar Barléu (1974): “WVéem-se estas plantas esfoladas pelo atrito de animais, que
procuram, instintivamente, este remédio da natureza”. Desta maneira desde os
primeiros anos de descobrimento, com as observacdes de viajantes, freis jesuitas e
historiadores, tal planta vem sendo indicada para diversos fins farmacoldgicos (Veiga
Junior e Pinto, 2002).

A primeira vez que o 6leo de copaiba foi citado, provavelmente ocorreu no
ano de 1534, quando foi publicada em Estrasburgo, na Franga, uma carta enviada
por Pethus Martins ao Papa Ledo X, em que a droga usada pelos indios nativos era
chamada copei (Lloyd, 1898). Na mesma época, foi publicada, pelo jesuita José

Acosta, “De Natura Novi Orbi”, traduzida para o francés em 1606 e que, em
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portugués, foi denominada “Histéria natural e moral dos indios”, que exacerbavam o
balsamo que, utilizado pelos indios, possuia excelente odor e muito maior efeito
para curar feridas e outras enfermidades, prevendo inclusive o uso futuro da mesma
pelos espanhdis (Acosta, 1792).

Em fins de 1560, o padre jesuita José de Anchieta, em carta ao padre geral,
comenta o poder cicatrizante potente do 6leo de copaiba (Rodrigues, 1934). Em
meados do século XVI, em obra publicada sob o titulo “Histéria da Provincia de
Santa Cruz, que vulgarmente chamamos de Brasil”, Pero de Magalhdes Gandavo foi
o primeiro a descrever a eficacia do 6leo de copaiba como analgésico e cicatrizante
(Gandavo, 2004). Isto resultou em um comentario mundial a respeito da copaiba,
tornando o 6leo, junto com o cravo, anil e tabaco, um dos quatro produtos mais
exportados pelas provincias do Maranhao e Grao Para (Alencastro, 2000; Gurgel,
2004). Em 1578, Jean Léry e posteriormente o padre Ferndao Cardim, o padre
Francisco Soares e Simao Travacos em 1584, 1594 e 1596, respectivamente,
fizeram referéncia ao poder de cicatrizagdo do 6leo (Veiga Junior e Pinto, 2002). Em
1587, Gabriel Soares de Souza, na obra: “Tratado descritivo do Brasil”, registrou o
uso do dleo pelos europeus e chamou nossos produtos naturais de “arvores e ervas
da virtude” (Carrara Junior e Meirelles, 1996; Veiga Junior e Pinto, 2002).

A primeira descricao detalhada, explicita e ilustrada de florestas de copaiba,
aconteceu no trabalho conjunto de MarcGrave e Piso em 1648, segundo Lloyd
(1898), que descreveram aspectos morfoldgicos da planta que entdo recebeu como
denominagéao o termo “copaiba”. Veiga Junior e Pinto (2002) citam que em 1760,
Jacquin descreveu em detalhes a primeira Copaifera, a Copaifera officinalis, porém,
como essa ndo tinha frutos presentes, usou o modelo de MarcGrave e Piso,

erroneamente. Finalmente, dois anos mais tarde, Cad von Linnaeus descreveu de
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forma correta a Copaifera officinalis, e entdo o género recebeu a descrigédo oficial de
Copaifera L. (Lloyd, 1898).

Em 1818, o governo imperial do Brasil promulgou um ato regulando a
extracdo das arvores que s6 poderiam ser derrubadas pelo governo e vendidas com
20% de lucro, para a produgdo de mastros vergas de navio, com o objetivo de
minimizar a destruicao das florestas de copaiba que estava comegando a acontecer,
uma vez que a extragao era feita sem critério (Veiga Junior e Pinto, 2002). Em 1821,
segundo Lloyd (1898), o francés Desfontaines descreveu duas novas espécies do
género Copaifera: C. guianensis e C. langsdorffii. Segundo Lloyd (1898) quatro anos
mais tarde, Hayne publicou uma monografia considerada confusa, que apresentava
um total de oito espécies do génerocopaiba. O mesmo pesquisador, no ano
seguinte, em estudo mais detalhado e expandido, apresentou 16 espécies de
Copaifera com melhores descrigbes. As obras de Hayne serviram como ampla base
para novos estudos, até que em 1870 foi compilada a obra “Flora Braziliensis” onde
o género foi descrito por Bentham (1870). Segundo Veiga Junior e Pinto (2002)
trabalhos mais recentes na descricdo de outras novas espécies de Copaifera foram
realizados por Harms e Ducke, que estudaram e descreveram espécies amazonicas,
e cearenses em meados do século XX e o pesquisador Dwyer (1951) realizou

descricdo de espécies americanas durante o mesmo periodo.

2.2.2. Extragéo da oleo-resina

O d6leo de Copaiba provém de canais esquizo-lizigeos (Cascon, 2004), que
sdo secretores, localizados em todas as partes da arvore. Sdo canais formados pela
dilatagao de espacos intercelulares (meatos). O carater mais saliente desse aparelho

esta no lenho (Cascon, 2004), onde os canais longitudinais, distribuidos em faixas
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concéntricas, nas camadas de crescimento demarcadas pelo parénquima terminal,
reunem-se com tragados irregulares em camadas lenhosas muitas vezes sem se
comunicarem (Alencar, 1982). Had uma exudagao das arvores de Copaifera (Maciel
et al. 2002; Brito et al., 2005; Francisco, 2005; Lima et al., 2008) em condigbes
patolégicas (Brito et al., 2005), sendo entdo o 6leo, segundo Alencar (1982), produto
da desintoxicagdo do organismo vegetal, e que funciona como defesa da planta
contra animais, fungos e bactérias.

A oleo-resina pode ser obtida através da perfuragcao no tronco da copaibeira
(Lloyd, 1898; Veiga Junior e Pinto, 2002; Cascon,2004; Francisco, 2005; Oliveira et
al. 2005; Oliveira et al., 2006; Ramos, 2006; Rigamonte Azevedo et al., 2006) tendo
sido utilizadas, desde os primérdios da exploragao do produto, inimeras formas de
extragdo que provocavam danos as arvores ou até sua morte (Matta, 1913). Porém,
essa técnica tem sido considerada a unica pratica ndo agressiva, e € hoje a mais
utilizada, consistindo na perfuragdo do tronco, com um trado manual, em dois
orificios. O primeiro deve ser feito 1 metro acima da base da planta e o segundo de 1
a 1,5 metros acima do primeiro (Alencar, 1982; Veiga Junior e Pinto, 2002; Oliveira
et al., 2006; Ramos, 2006; Rigamonte Azevedo et al., 2006). Insere-se entdo um
cano de PVC de % de polegada nos orificios, por onde o 6leo escoa, e reserva-se 0
Oleo. Apods a finalizagéo da extragao, veda-se o orificio para prote¢cao contra fungos
e cupins (Oliveira et al, 2006; Ramos, 2006; Rigamonte Azevedo et al., 2006) com o
uso de argila (Ramos, 2006) ou tampa vedante de plastico (Oliveira et al., 2006)
sendo ambas de facil retirada para posteriores colheitas de 6leo com maior
facilidade de manipulacéo (Oliveira et al., 2006; Ramos, 2006).

Na primeira extragdo, a quantidade de oleo-resina extraida varia bastante

(Rigamonte Azevedo et al.,, 2004). A producdo anual por arvore pode chegar,
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segundo Grieve (1995) a 50 litros/arvore. A média de retirada de 6leo, por vez para
cada arvore, varia de 0,3 a 3 litros, dependendo da espécie e condi¢cbes as quais
esta submetida, e algumas arvores podem chegar a fornecer até 30 litros em uma sé
retirada. Nao ha, porém, estudos definitivos sobre o tempo necessario para uma
copaibeira recompor o 6leo extraido. Sabe-se também que nao é possivel a extragcéo
de Oleo de todas as arvores de copaiba. Entretanto, ndo existem estudos precisos
da média de arvores efetivamente fornecedoras de o6leo, o que pode variar de
acordo com as caracteristicas do solo, clima, espécie da Copaifera e época seca ou

chuvosa (Rigamonte Azevedo et al., 2004).

2.2.3. Composi¢do quimica da 6leo-resina

Segundo Veiga Junior e Pinto (2002), o primeiro pesquisador a descrever
uma fracado do 6leo de copaiba foi Schweitzer em 1829, que observou a cristalizagao
de uma substancia, a qual chamou de &cido copaivico, quando a Oleo-resina
permaneceu muito tempo em repouso. Ainda segundo este autor, a partir dai, outras
substancias foram sendo descritas, como o0 acido oxycopaivico, por Fehling, em
1841, acido metacopaivico, pelo pesquisador Strauss em 1865. Segundo Wood et
al., (1940), Tschirch e Keto no inicio do século XX, descreveram, além das duas
ultimas substancias citadas anteriormente, também o acido paracopaivico e o
homocopaivico. Destes compostos, apenas o acido paracopaivico encontra
classificagdo semelhante atualmente (Veiga Junior e Pinto, 2002).

O dleo de copaiba € uma substancia natural (Cascon e Gilbert, 2000)
composta de uma parte sélida (Rigamonte Azevedo et al., 2004), resinosa nao volatil
(Lloyd, 1898) formada por acidos diterpénicos (Cascon e Gilbert, 2000; Rigamonte

Azevedo et al., 2004; Veiga Junior et al. 2005; Oliveira et al., 2006; Ramos, 2006) r
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diluida na outra parte, um 6leo essencial (Cascon e Gilbert, 2000; Rigamonte
Azevedo et al., 2004), composto de sesquiterpenos (Rigamonte Azevedo et al.,
2004; Araujo Junior et al., 2005; Veiga Junior et al., 2005; Oliveira, et al., 2006;
Ramos, 2006). Estes podem ser divididos em sesquiterpenos oxigenados (alcoois) e
hidrocarbonetos sesquiterpénicos (Cascon e Gilbert, 2000) que, segundo Maciel et
al. (2002), possuem maior atividade antiinflamatéria quando comparados aos outros
dois grupos presentes.

O Oleo extraido pode variar em relagdo a concentracdo e natureza dos
diterpenos e sesquiterpenos presentes (Veiga Junior et al., 2005; Ramos, 2006) de
acordo com variagcbes de espécies, fatores bioldégicos como insetos e fungos
(Ramos, 2006), ou fatores abioticos como solo, clima e pluviosidade (Oliveira et al.,
2006; Ramos, 2006), embora alguns estudos com o uso da Copaifera duckei nao
tenham apresentado diferenga significativa na composicdo de 6leos extraidos das
mesmas arvores, em épocas sazonais diferentes (Cascon e Gilbert, 2000).

Apesar de poderem apresentar alteragdes nas quantidades e tipos de diterpenos e
sesquiterpenos, apenas essas classes de substancias podem estar presentes na
composic¢ao do 6leo puro (Veiga Junior et al., 2005).

Segundo alguns autores, existem descritos, como provenientes de algum éleo
de copaiba, 72 sesquiterpenos e 27 ou 28 diterpenos, dependendo da fonte (Veiga
Junior e Pinto, 2002; Rigamonte Azevedo et al., 2004; Pacheco et al., 2006),
embora, segundo Veiga Junior e Pinto (2002), apenas cinco espécies de Copaifera
tiveram sua composigao descrita na literatura (C. multijuga Hayne, C. langsdofffii, C.
cearensis, C. officinalis L. e C. reticulada Ducke), além de relatos referentes apenas

ao género (Lima et al., 2008).
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Os principais sesquiterpenos encontrados na oleo-resina da copaiba sédo [3-
cariophileno (Craveiro et al., 1981), a B-bisaboleno (Maciel et al., 2002; Veiga Junior
e Pinto, 2002; Oliveira et al., 2006; Ramos, 2006), a-humuleno, a e 3 selineno (Veiga
Junior e Pinto, 2002; Oliveira et al., 2006; Ramos, 2006), a bisabolol, B elemeno
(Maciel et al., 2002; Veiga Junior e Pinto, 2002), y cadineno (Maciel et al., 2002;
Veiga Junior e Pinto, 2002; Silva et al. 2006), a cadinol (Veiga Junior e Pinto, 2002).
B-cariophileno é citado como tendo acao antiinflamatdria, antibacteriana, antifungica
e antiedémica (Veiga Junior e Pinto, 2002; Oliveira et al., 2006; Ramos, 2006), e [3-
bisaboleno, com propriedades descritas como antiinflamatorias e analgésicas
(Oliveira et al., 2006; Ramos, 2006) Segundo Silva et al. (2006), o 6leo essencial
extraido das folhas da copaibeira possui composicdo semelhante a da parte volatil
sesquiterpénica da o6leo-resina, com substdncias como [ cariophileno, cadinol,
Germacreno D e B e y cadineno.

A parte resinosa da 6leo-resina € composta pelos seguintes diterpenos: acido
hardwickico, colavenol (Maciel et al., 2002; Veiga Junior e Pinto, 2002), acido
copaiférico ou copaifero (Veiga Junior e Pinto, 2002; Araujo Junior et al., 2005),
acido copaiferodlico, acido calavénico, acido patagbnico, acido copalico entre outros.
O acido copalico € usado como marcador do 6leo da copaibeira, tendo em vista o
fato de que foi o unico encontrado em todos os 6leos analisados por cromatografia

gasosa para identificagdo da composi¢cao dos mesmos (Veiga Junior e Pinto, 2002).

2.2.4. Aplicagbes industriais do 6leo de copaiba
O dleo de copaiba tem sido utilizado extensivamente, com diversas fungodes.
Em alguns lugares do norte do Brasil, caboclos fazem uso do mesmo, como

combustivel na iluminacgao publica (Veiga Junior e Pinto, 2002).
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Na industria de perfumes, o 6leo essencial de copaiba € muito utilizado (Veiga
Junior e Pinto, 2002; Cascon, 2004; Pacheco et al., 2006; Ramos, 2006; Rigamonte
Azevedo et al, 2006) como um excelente fixador de odores, combinando
perfeitamente suas notas frescas e acres com esséncias portadoras de notas florais
(Veiga Junior e Pinto, 2002).

Outros usos bastante difundidos do 6leo da copaibeira séo: secativo (Veiga
Junior e Pinto, 2002) na industria de vernizes (Cascon, 2004; Ramos, 2006;
Rigamonte Azevedo et al., 2006), solventes em pinturas de porcelanas (Veiga Junior
e Pinto, 2002), aditivo na confecgao de borracha sintética (Tillotson, 1945), aditivos
de alimentos com aprovacao pelo FDA (Food and Drugs Administration) (Cascon,
2004), na industria de cosméticos (Veiga Junior e Pinto, 2002; Cascon, 2004;
Pacheco et al.,, 2006; Ramos, 2006) pelas suas propriedades emolientes,
bactericidas e antiinflamatérias, na fabricagdo de cremes, sabonetes, xampus e
amaciantes de cabelos (Veiga Junior e Pinto, 2002; Cascon, 2004).

A madeira extraida da copaibeira tem sido comercializada com bastante
frequéncia (Veiga Junior e Pinto, 2002; Cascon, 2004; Freire et al., 2006) pelas suas
propriedades desejaveis ao uso em marcenaria (Loureiro, 1979), carpintaria
(Cascon, 2004), sendo também utilizadas pelas industrias de construcao civil e naval
(Carvalho, 1994; Cascon, 2004), além da fabricagao de carvao (Veiga Junior e Pinto,
2002).

Além de todas as aplicacbes descritas, o 6leo de copaiba ainda apresenta
uma gama enorme de utilizagdes na medicina popular, indigena e na industria
farmacéutica (Ming, 1995; Barata e Mendonga, 1997; Shanley et al., 1998; Leite et

al., 2001; Rigamonte Azevedo et al., 2004).

34



2.2.5. Utilizagdo medicinal do 6leo de copaiba

A Oleo-resina extraida da copaibeira recebe indicagdo da medicina tradicional,
para inumeras finalidades, das mais diferentes naturezas, e tem sido ha varios anos
matéria de varios estudos, visando comprova-las ou adapta-las a novas terapias. O
Food and Drug Administration (1972), érgdo americano regulamentador de drogas e
alimentos, aprovou o 6leo de copaiba, apos ser submetido a testes de sensibilizagcao
e irritagdo, com o uso de 25 voluntarios, obtendo-se resultado negativo para ambos.
As principais propriedades terapéuticas citadas sdo as atividades: antiinflamatdria,
cicatrizante, anti-séptica, antitumoral, antibacteriana, expectorante, diurética e
analgésica (Goodman e Gilman, 1945; Rodrigues, 1989; Vieira, 1992; Robbers et al.,
1996; Brito et al., 2000; Maciel et al., 2002; Bloise, 2003; Drumond et al., 2004;
Cascon, 2004; Rigamonte Azevedo et al., 2004; Araujo Junior et al., 2005; Brito et
al., 2005; Francisco, 2005; Goncalves et al., 2005; Veiga Junior et al., 2005; Freire et
al., 2006; Oliveira et al., 2006; Pacheco et al., 2006; Ramos, 2006; Silva et al., 2006).

Outras indicacbdes também sdo descritas pela medicina popular e citadas na
literatura, como antiviral, antidiarréico, antitetanico, antiblenorragico, antileucorréico,
cercaricida, antiulcerogénico, estimulante e afrodisiaco além de atividade no
tratamento de reumatismo, psoriase, hemorragias, moléstias de pele, urticarias,
pneumonia, eczema, paralisia, cefaléia, picada de cobra, sifilis e leishmaniose
(Ribeiro, 1971; Brito et al. 2000; Maciel et al., 2002; Gurgel, 2004; Rigamonte
Azevedo et al., 2004; Ramos, 2006; Pacheco et al., 2006). O extrato das folhas da
copaibeira tem tido apontado como uma de suas fungdes, a atividade antioxidante,
funcdo ndo comprovada na dleo-resina (Rigamonte Azevedo et al., 2004; Araujo

Junior et al., 2005; Ramos, 2006).
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Novas acdes tém sido descobertas, como a de vasorelaxante, citotoxico e
embriotdéxico (Costa Lotufo et al., 2002), com o isolamento do diterpeno, acido
caurenoico, encontrado até hoje apenas na Copaifera langsdorffii (Veiga Junior et
al., 2005) e que acumula também atividades antiinflamatéria e protetora de colite
induzida por acido acético (Paiva et al., 2004; Veiga Junior et al., 2005). Além disso,
pesquisas realizadas nas ultimas duas décadas apontam o 6leo de copaiba para o
campo da odontologia, como substituto do eugenol em trés formulacbées (Costa et
al.,, 1996; Cascon, 2004; Ramos, 2006): A mistura com o oOxido de zinco, na
formulacdo do cimento endodéOntico para obturagcbes de canais radiculares,
apresentou vantagens sobre a formulagdo usual, por produzir menor irritagao
(Ribeiro, 1989). Em composicdo obturadora proviséria medicamentosa, em
combinagdo com o hidroxido de calcio, apresenta melhor capacidade antimicrobiana,
em relagdo a formulagdo com o eugenol. A pasta feita com o 6leo de copaiba
apresentou pequeno potencial irritativo, sendo preferivel ao médio potencial do
eugenol, além de potencializar as propriedades do hidréxido de sodio, na
compatibilidade tecidual, na indu¢cdo da formacdo de tecido mineralizado; em
cimento formado com a unido de 6leo de copaiba, hidroxido de sddio e Oxido de
zinco mostra maior eficiéncia nas infiltracbes apicais em obturacbes de canais
radiculares (Ramos, 2006).

Recentemente, testes tém também sido realizados em ensaios laboratoriais
com a finalidade de comprovar acao antimicrobiana da copaiba sobre bactérias
formadoras da placa dental (Pieri et al., 2010; Valdevite et al., 2007), tendo inclusive
sido registrado um gel a base de copaiba, para esta finalidade (Simdes, 2004). A
utilizacdo do 6leo de copaiba sobre as bactérias formadoras de placa dental foi

comprovada recentemente em estudo realizado em céaes, tendo sido obtido ao final
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do periodo experimental, redugdo significativa da formacédo da placa dental nos
animais com a utilizagao de solugao a base do fitofarmaco (Pieri et al, 2010). Este
mesmo trabalho também testou in vitro a atividade antimicrobiana do dleo de
copaiba, sobre a bactéria Streptococcus pyogenes, causadora de inflamagdes de
garganta, obtendo resultados positivos na inibigao do crescimento desta bactéria.
Desta forma, identifica-se a necessidade da busca de novas alternativas para
o0 combate da placa dental em céaes, visando minimizar a prevaléncia da doenca
nesta espécie, e segundo a literatura disponivel o 6leo de copaiba € uma potencial
fonte de compostos com atividade antimicrobiana para esta finalidade. Ainda deve-
se ressaltar que os estudos com possiveis compostos provenientes deste 6leo “in
vitro” devem ser realizados com bactérias provenientes da placa dental inicial de
caes, para que aliado a resultados de ensaio “in vivo”, atinja o objetivo de avaliar o

potencial de uso em odontologia veterinaria.
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3. OBJETIVOS

3.1. Objetivo Geral
Verificar a atividade antimicrobiana do dleo de copaiba (Copaifera langsdorffii)
e seus constituintes, e avaliar o potencial de um bioproduto obtido na inibigdo de

bactérias da placa dental de caes.

3.2. Objetivos especificos:

e Obter e identificar fragdes componentes do oleo de Copaifera langsdroffii,

e Formar uma bacterioteca com isolados obtidos da placa dental inicial de cées
utilizando técnica para isolamento de Streptococcus.

e Avaliar o perfil de atividade antibacteriana do 6leo de copaiba e suas fragdes
sobre bactérias da placa dental de caes e outros patdgenos;

e Avaliar as concentragbes inibitérias minimas do 6leo de copaiba e de um
composto selecionado da fragcdo mais bioativa sobre os isolados oriundos da
placa dental inicial de caes;

e Avaliar a presenca de placa bacteriana em faces dentais de caes submetidos
ao tratamento com um bioproduto formulado com um composto bioativo do

6leo de copaiba.
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4. MATERIAL E METODOS

Os experimentos foram realizados nos seguintes locais: Laboratério de
Doencgas Bacterianas (LDBAC), Hospital Veterinario (HOV) e Laboratério de Biologia
Molecular (BIOMOL) todos pertencentes ao Departamento de Veterinaria da
Universidade Federal de Vigosa (UFV). Também ocorreram atividades no
Laboratério de Quimica de Biomoléculas da Amazbnia (Q-BiomA) do Departamento

de Quimica, Instituto de Ciéncias Exatas, Universidade Federal do Amazonas.

4.1. Extracao do 6leo de copaiba

A extracdo do dleo foi feita através da adaptacdo da técnica descrita por
Rigamonte Azevedo et al. (2006) (Fig. 9), com a perfuragdo do tronco de uma
copaibeira (C. langsdorffii), com o uso de uma moto-serra adaptada para furadeira e
broca de 5/8 de polegada, em dois furos. O primeiro, um metro acima da base da
arvore e o segundo, um metro acima deste. Foram inseridos entdo canos de PVC
para facilitar o escoamento do 6leo e posteriormente viabilizar um bom fechamento
dos orificios com tampas também de PVC, com a finalidade de evitar predacao da
arvore por parasitas € micro-organismos e facilitar posterior extragcao de 6leo desta
mesma arvore. A extracdo foi realizada na cidade de Alfenas-MG, sob as

coordenadas geograficas 21° 26’ 33” sul e 46° 0' 55" oeste.
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Figura 9 — Arvore de copaiba (Copaifera langsdorffii) perfurada e preparada
para extragao de o6leo-resina. 1 e 2: furos, superior e inferior com cano de PVC
introduzido, em orificio produzido na arvore, para facilitar o escoamento do

Oleo.
Fonte: Pieri et al. (2009

4.2. Avaliagao do potencial antibacteriano do 6leo de Copaifera langsdorffii

Este teste foi realizado com a finalidade de avaliar se o oOleo extraido
apresentava atividade inibitéria sobre bactérias de diversos géneros, abrangendo
bactérias Gram-positivas e Gram-negativas.

Foram usados 27 isolados de Escherichia coli provenientes de leite mastitico,
um isolado de campo de Actinobacilus pleuropneumoniae e de Haemophilus
parasuis além de quatro cepas de referéncia de Staphylococcus aureus (American
Type Culture Collection, Manassas, Estados Unidos - ATCC-8095, ATCC-12598,
ATCC-14458 e ATCC-29213), uma de Escherichia coli (ATCC- 11229), uma de
Pseudomonas aeruginosa (ATCC-27853), uma de Proteus mirabilis (Center for
Disease Control and Prevention, Atlanta, Estados Unidos - CDC-305), uma de

Klebsiella pneumoniae (ATCC-13883), uma de Shigella flexneri (National Collection
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of Dairy Cultures, Karnal, India - NCDC-9989) e uma de Citrobacter freundi (ATCC-
8090).

Adaptando a técnica de difusdo em agar cilindro em placas (Esmerino et al.,
2004), Da cultura bateriana ajustada a escala 0,5 de MacFarland, 100uL foram
semeados com o auxilio de alga de Drigalski em placas de Petri de 9cm descartaveis
previamente preparadas com uma camada inferior de 10mL de agar bacteriolégico
(Himedia, Mumbai, india), e outra superior com 20mL de agar infusdo cérebro e
coracdo (agar BHI, Himedia, Mumbai, india). Com o uso de ponteiras estéreis de 1
mL, foram feitos orificios esféricos no agar BHI distribuidos equidistantes nas placas.
Os isolados de A. pleuropneumoniae e H. parasuis foram incubados em jarra de
anaerobiose em atmosfera microaerofilica criada com o auxilio de Kit (Gas Pak Plus
anaerobic system envelopes com catalizador de paladio, Becton, Dickinson and
Company, Maryland, Estados Unidos).

A solucéo estoque foi formulada com o 6leo de copaiba a concentragcao de
100uL/mL, pois este foi o limite de sua solubilizagdo com estabilidade, e foi utilizado
como solvente tween 80 a 100mg/mL. A solugéo foi inoculada em um orificio por
placa contendo as bactérias teste. A inoculacdo obedeceu ao volume de 100uL das
solugdes por orificio. Foi utilizada também uma solugao controle negativo com agua
destilada estéril e tween 80 a 100mg/mL.

Apés preparadas, as placas foram incubadas em estufa a 37°C por 24h. A
atividade antimicrobiana foi representada na forma de halos de inibigdo, que foram
mensurados em milimetros para posterior comparagdo. Foram considerados
resultados positivos quando havia halo de inibicdo de qualquer tamanho ao redor do

orificio. Os testes foram feitos com duas repeti¢cdes em triplicata.
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4.3. Fracionamento do 6leo de copaiba e identificagao de suas fragoes

Foi seguida a metodologia adotada pelo laboratério Q-BiomA para o
fracionamento e identificagdo. As fragdes foram obtidas através da cromatografia em
coluna de troca ibnica eluida com Diclorometano e Metanol, seguida de
cromatografia em coluna aberta eluida com Hexano e Acetato de Etila (adsorvidas e
dessorvidas), esterificadas com diazometano e analisadas através de Cromatografia
em Fase Gasosa de Alta Resolugao utilizando deteccdo em lonizagdo de Chama
(CGAR-DIC) e Espectrometria de Massas (CGAR-EM).

Para isolamento de substancias a partir do oleo resina de copaiba, iniciou-se
com a metodologia de remoc¢ao da fragao acida a partir da amostra inicial de 6leo
resina por meio de cromatografia de troca i6énica em coluna. Utilizou-se silica para
cromatografia 70-230 mesh, preparada com solugéo aquosa de KOH 10% na razéo
de 1g de amostra para 20g silica (SiO2). Para preparacao, cada 100g de silica foi
homogeneizada com 100 mL de solu¢do aquosa de KOH 10%. Apds preparo, a
silica foi seca em estufa a 800 C por 24h. Uma aliquota (8 g) do 6leo de copaiba foi
submetida a coluna com SiO2/KOH inicialmente eluida com diclorometano (1200
mL) para remogao da fragdo ndo-acida, seguido de metanol (500 mL) para remogao
da fracdo acida. A fracado metandlica foi entdo acidificada a diferentes valores de pH
(8,0; 7,0; 5,0 e 3,0) com solugdo aquosa de Acido Cloridrico 1N e extraida com
diclorometano por lavagens sucessivas.

A fragao inicial mais bioativa foi submetida ao refracionamento por meio de
coluna cromatografica (4 cm) em gel de silica (70-230 mesh) numa propor¢ao de 1g
de amostra para 40g de silica, eluida com hexano e acetato de etila em gradiente de

eluicdo, sendo recolhidas 14 fragdes (250 mL).
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As analises cromatograficas da fragdo final do 6leo de copaiba foram
realizadas em cromatografo a gas modelo 5890 (Hewlett Packard, Palo Alto, Estados
Unidos), coluna SE-54 com 20 m de comprimento, 0,25 mm de didmetro interno e
0,25 pym de espessura de fase, nas seguintes condicdes: gas de arraste Hidrogénio,
com vazéao de 2 mL/min e divisdo de fluxo (“split’) de 1:10. A temperatura inicial foi
ajustada em 100° C, com de taxa de aquecimento de 2° C/min até 160° C, quando a
taxa de aquecimento passar a ser igual a 8°C/min até a temperatura final de 290° C,

mantida constante por 15 min.

4.4. Isolamento e identificagdo de bactérias da placa dental de caes.
Obtencgéo de amostras

Os isolados bacterianos foram obtidos a partir da placa supragengival de 10
caes Sem Raca Definida (SRD) com faixa etaria entre um e dois anos, sem sinais
clinicos de doenca periodontal, auséncia de bolsas periodontais, edemaciagcdo ou
rubor gengivais. Todos os animais eram provenientes dos canis experimentais do

DVT/UFV ou atendidos no HOVET/UFV.

Isolamento

Conforme Yazaki e colaboradores (1999) com modifica¢des, a placa dental
supragengival dos 10 caes foi extraida com o auxilio de suabe estéril do 4° dente
pré-molar superior, por fricgdo, e apds coleta, os suabes foram transferidos para
tubos com solugéo de Tris HCI pH 7,2 e pérolas de vidro, e submetidos a agitagao
em vortex modelo MS1 minishaker (IKA Laboratory Equipment, Artur Nogueira,
Brasil) a 2200RPM por dois minutos. Esta suspenséao foi diluida em escala seriada

decimal até 1:1000° e todas foram inoculadas em superficie, em placa contendo
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20ml de agar Mitis Salivarius (Himedia, Mumbai, india), adicionado de telurito de
potassio 1% com incubacao a 37°C por 72 horas em microaerofilia, para apresentar
condicdo oOtima para isolamento de Streptococcus spp, utilizando Kit. Apds
incubacéao colénias com caracteristicas morfologicas diferentes foram selecionadas e
estriadas em agar BHI com incubagdo, com incubagado a 37°C por 24 horas para
obtencdo de culturas puras. Apds purificagdo, uma colénia de cada cultura foi
transferida para um tubo contendo caldo BHI (Himedia, Mumbai, india) e incubadas
por 24 horas a 37°C, quando foi adicionado glicerol (20% v/v) e as culturas
congeladas em nitrogénio liquido e mantidos a -80°C.

Para ativagcdo das culturas, uma aliquota de 10uL de cada estoque foi

transferido em caldo BHI, com incubagao a 37°C por 24 horas.

Triagem fenotipica dos isolados
ApOs a reativagao em caldo BHI, os isolados foram submetidas as técnicas de
Gram, testes da catalase, da coagulase, de tolerancia a bile e salinidade de 6,5% de

NaCl (Quinn et al., 2005).

Reacéo de cadeia de polimerase - PCR

A PCR foi realizada utilizando primers especificos para o fragmento de DNA
cromossOmico responsavel pela transcricdo de parte do gene que codifica para o
RNA ribossdmico 16S. Para a extracdo do DNA foram utilizados 1mL da cultura
em fase exponencial de crescimento que foram submetidas a centrifugacéo
(13,000xg por 2 min.) em microtubos, para obtengdo do “pellet” de células,
desprezando-se o sobrenadante em seguida. Estes foram entédo ressuspendidos em

480uL de 20mM Tris-HCI, pH 8, 0,2mM EDTA, 1,2% Triton X-100, e incubadas com



120uL de solucgéo de lisozima 10mg/mL e incubadas por uma hora a 37°C para a lise
celular bacteriana. O DNA foi purificado utilizando o kit Genomic DNA Purification
Kit™ GeneJET (Fermentas International Inc., Burlington, Canada), seguindo as
instrucdes do fabricante, eluido em agua e armazenadas a -20°C para
processamento.

Foi utilizado o par de primers 616V (5-AGAGTTTGATYMTGGCTCA-3') e
630R (5'-AAGGAGGTGATCCARCC-3') (Sterr et al., 2009), ligando nas posi¢des 11—
26 e 1525-1541 do rDNA 16S respectivamente e produzindo um amplicon de
aproximadamente 1530 bases. Os primers foram sintetizados pela empresa
Integrated DNA Technologies Inc., lowa, Estados Unidos. A PCR foi realizada
utilizando o Kit PCR Master Mix (Promega Corporation, Madison, Estados Unidos)
de acordo com instrugdes do fabricante. O total de 50uL da reagao consistiam de
25uL PCR Master Mix (2X), 1uL de primer forward, 1uL do primer reverse, ambos a
concentracdo de 1pmol/pyL, 2uL de DNA padrdo (150ng) e 36uL agua livre de
Nuclease. O ciclo foi conduzido a 94°C por 4 min. Em seguida 35 ciclos a 94°C por
30 sec., 57°C por 1min. e 72°C por 2 min e entao etapa de extensao final a 72°C por
4min. A reagdo foi realizada em termociclador de 96 orificios de 0.2mL, com
gradiente (Axygen Scientific, Union City, Estados Unidos). Os fragmentos
amplificados foram submetidos a eletroforese em gel de agarose 1% em TBE (Tris-
borato-EDTA) corado com 1uL de GelRed ™ Nucleic Acid Stain (6X) (Biotium, Inc.,
Hayward, Estados Unidos) para cada 5uL de DNA e visualizado com radiagdo UV
em transiluminador no sistema de captura L-PIX HE (Loccus Biotechnology, Cotia,

SP, Brasil).
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Seqlienciamento e analise de dados

Para identificacdo genotipica dos isolados, os fragmentos amplificados foram
enviados a empresa Macrogen Incorporation (Seoul, Coréia do Sul) para
sequenciamento, segundo Sanger et al. (1977).

As seqiiéncias foram editadas com o auxilio do software Sequencher™
versdao 4.1.4 (Gene Codes Corporation, Ann Arbor, Estados Unidos). Todos os
isolados foram inicialmente identificados por busca em bases de dados com as
sequéncias do gene codificador da regido 16S do rRNA obtidas e comparadas com
outras ariundas do Genbank, utilizando o software Basic Local Alignment Software
Search Tool (BLAST), disponivel no National Center for Biotechnology Information -
NCBI (http://www.ncbi.nIlm.nih.gov). Multiplos alinhamentos foram obtidos com o uso
do software Clustal W2 (http://www.ebi.ac.uk/Tools/clustalw2/index.html) e a partir
destes uma arvore filogenética foi construida utilizando o software Molecular
Evolutionary Genetics Analysis (MEGA) versao 4.0 Windows
(www.megasoftware.net), pelo método UPGMA. Analise estatistica foi realizada
utilizando 2000 replicagdes bootstrap. Como grupo externo foi utilizada a sequéncia
do gene codificador da regidao 16S rRNA de Sulfolobus sp. (FJ489515.1). Diferengas
de 3% ou maiores foram levadas em consideracido para indicar que as sequéncias

eram provavelmente de espécies diferentes (Forney et al., 2004).

4.5. Avaliagao de atividade antimicrobiana do 6leo de copaiba e de suas

fragoes sobre os isolados da placa dental de caes

O teste foi realizado, com 20 isolados da bacterioteca, adaptando a técnica de

difusdo em &gar cilindro em placas (Esmerino et al.,, 2004), conforme descrito
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anteriormente no item 4.2. As solugdes testes foram o 6leo de copaiba integro, uma
fragdo acida e outra ndo acida. Todas as solugdes foram formuladas a 10%,
solubilizadas com tween 80 a 100mg/mL. Uma solugdo controle negativo foi
utilizada, sendo composta por agua destilada estéril e tween 80 (100mg/mL). Os
testes foram feitos com duas repeti¢cdes em triplicata.

A comparagao dos resultados da atividade das fragdes iniciais para selegao
da mais bioativa para ser refracionada foi feita por analise de variancia (ANOVA).
Utilizou-se o teste paramétrico Tukey-Kramer, no pacote estatistico Prism 5 for
Windows (Graphpad Software Inc, San Diego, Estados Unidos). Foram aceitos como
significativos resultados com P<0,05.

Apos identificada a fracdo mais bioativa contra as bactérias alvo e o
refracionamento da mesma, utilizou-se a mesma metodologia para a avaliagao da
sua capacidade de inibir 20 isolados bacterioteca. A partir desta fracao final e
conhecendo sua composi¢cao quimica foi selecionado um composto para realizacéo

de testes posteriores. Este foi um dos compostos majoritarios da amostra.

4.6. Avaliagdo da concentracao inibitéria minima (CIM) do éleo de copaiba e
do composto selecionado sobre isolados da placa dental de caes.

Esta etapa foi realizada com 34 isolados, adaptando-se a técnica de
macrodiluicdo em agar descrita pelo CLSI (2008), realizou-se um teste em placas de
microtitulagdo com as seguintes substancias e concentragdes: 6leo de copaiba
integro e o composto selecionado a concentragdes de 10%, 5%, 2,5%, 1,25% e
0,625%; digluconato de clorexidina a concentragbes de 2%, 1%, 0,5%, 0,25%,

0,125%, 0,0625%, 0,03125% e 0,015625%;
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Estas substancias foram incorporadas ao meio de cultura agar BHI, estéril,
com o uso do solubilizante Tween 80 em volume 1:1 com as substancias.

Cada placa de microtitulacdo foi preparada com 150uL de meio de cultura
com principio ativo a uma determinada concentragcdo em metade dos orificios e na
outra metade 150 pL de controle negativo com o meio de cultura suplementado
apenas com Tween 80 na mesma concentragao do principio ativo utilizado naquela
placa.

A cada orificio, a excecao da ultima linha (deixada sem inéculo como controle
de esterilidade dos meios), foi inoculado 3L de inéculo ajustado a 3x10’UFC/mL e
as placas foram incubadas por 24hs, a 37°C. Apo6s a incubacdo, o crescimento
microbiano foi evidenciado por 50uL de solugao resazurina 0,01% como indicador
colorimétrico de oxi-redugao para caracterizar viabilidade celular (Catao et al., 2010).
Onde houve multiplicagdo microbiana, o corante sofreu redugdo passando da cor
azul para rosa

A menor concentracdo da substancia teste que inibiu a proliferacéo

microbiana foi considerada a CIM relacionada ao isolado alvo.

4.7. Avaliagao da inibicao da formagao da placa dental em “in vivo”

Solugées

Foram utilizadas trés solugbes manipuladas: a primeira, controle negativo,
contendo tween 80 como solubilizante, e aditivos de enxaguatérios bucais em
concentragbes ndo expostas pelo segredo de patente e dgua destilada; A segunda,
controle positivo, foi manipulada com o controle negativo e digluconato de

clorexidina para concentracao final de 0,12%; e o bioproduto teste com o controle
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negativo adicionado do composto selecionado a uma concentragéo determinada no

ensaio de CIM, que segue como segredo de patente.

Animais

Foram utilizados trés grupos de caes (um para cada tratamento), com 6
animais SRD cada, com idades variando entre dois e quatro anos, submetidos a
limpeza dental com ultrassom odontoldgico (Profi Il AS ceramic, Ribeirdao Preto,
Brasil) no dia zero experimental. Os animais foram mantidos em canis para dois
animais cada, e foram alimentados com ragdo comercial e agua ad libitum. O
experimento obedeceu a preceitos estabelecidos pela Comissao de ética no uso de

animais da UFV, e foi aprovado pelo mesmo sob protocolo N° 18/2010.

Procedimento experimental

Adaptando a metodologia de Clarke (2001) e Pieri et al. (2010), o experimento
teve duragcdo de 15 dias. Os animais foram submetidos diariamente a duas
aplicagdes, com intervalo de 12 horas, das respectivas solugdes, em todas as faces
dentais, com auxilio de gaze e pin¢a. Ao final do periodo experimental, a placa
dental presente sobre as superficies dentais vestibulares foi evidenciada utilizando-
se uma coloracdo a base de fucsina basica a 0,5% para evidenciagao bacteriana.
Estas regides foram fotografadas e as imagens foram submetidas a analise com o
“software” Imaged 1.44p (National Institute of Health, Maryland, Estados Unidos da
América) para calculo da porcentagem da area dental com presenga de placa.
Foram consideradas as areas vestibulares dos dentes, canino e pré-molares

superiores de cada cao. O resultado foi apresentado, em valores absolutos, entre 0
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e 1, sendo 1 correspondente a 100% da area do dente com placa formada e 0 a
auséncia de placa nos dentes avaliados.

Os dados obtidos pelo processamento das fotografias foram submetidos a
andlise de variancia (ANOVA) organizada em forma de um delineamento
inteiramente casualizado (DIC). Foi utilizado para a analise estatistica o teste
quantitativo Tukey-Kramer, no pacote estatistico Prism 5 for Windows (Graphpad
Software Inc, California, Estados Unidos). Foram aceitos como significativos

resultados com P<0,05.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Extragcao do 6leo de copaiba

Foram obtidos aproximadamente 600mL de 6leo de copaiba os quais foram
acondicionados em frascos ambar para futura utilizagado no estudo a temperatura de
4°C. A técnica utilizada, diferente da técnica estabelecida com trado manual, foi de
facil e rapida execucgao, além de também nao ter sido prejudicial a arvore e ter obtido
quantidade de 6leo dentro dos limites apontados na literatura (Rigamonte Azevedo
et al., 2004). Apds a extragdo, uma exsicata da arvore foi preparada e depositada no
Herbario VIC da Universidade Federal de Vigosa sob numero de registro 34.894 (Fig.
10). Os orificios foram mantidos com cano de PVC até o fim dos experimentos, e

entédo selados com argila para prote¢ao da arvore contra parasitas e predadores.

Figura 10 — Exsicata de Copaifera langsdorffii depositada no Herbario VIC, do
departamento de Biologia Vegetal da Universidade Federal de Vigosa.
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5.2. Avaliagao do potencial antimicrobiano do 6leo de Copaifera langsdorffii

A atividade do o6leo de copaiba contra os diversos patdgenos esta
apresentada na Figura 11. Nao houve inibicdo bacteriana pelo controle negativo. Os
resultados mostraram inibicdo pela solugao de copaiba de trés cepas de referéncia
Gram-negativas (E. coli, P. aeruginosa e S. flexneri) além de oito isolados de E. coli
oriundos de leite mastitico. Quanto aos micro-organismos Gram-positivos, todas as
cepas de S. aureus foram inibidas pela solugdo teste. Os resultados estao
apresentados por tamanho do halo de inibicdo o que pode representar o potencial
antimicrobiano do 6leo sobre cada isolado. Por exemplo, quando comparamos o
halo de inibigdo da cepa de referéncia de E. coli com o isolado selvagem E. coli-
isolado 8 (Fig. 11), percebe-se um halo duas vezes maior para o isolado selvagem.
Segundo o CLSI (2008) o tamanho de halos em testes de disco-difusdo com
compostos antimicrobianos esta inversamente proporcional a CIM sobre a bactéria
testada, entretanto ndo existem na literatura métodos quantitativos da CIM do éleo
de copaiba com este tipo de ensaio.

Em trabalho realizado por Santos et al. (2008) utilizando técnica de
microdiluicdo em caldo na qual empregaram como maior concentragdo 0,1% do
Oleo, verificou-se resisténcia de Gram-negativas K. pneumoniae (ATCC 13883), P.
mirabilis (ATCC 25933), E. coli (ATCC 25922), S. flexneri (ATCC 12022) e P.
aeruginosa (ATCC 27853) a todos os 6leos de copaiba de oito espécies testados,
inclusive de C. langsdorffii. Pacheco et al. (2006) utilizando essas mesmas
condicbes testaram onze 6leos de copaiba, sendo cinco C. multiuga Hayne e seis
Copaifera sp., e nao observaram inibicdo de E. coli (CCT0547) e P. aeruginosa
(ATCC 13388). Em trabalho anterior, Packer e Luz (2007) também n&o identificaram

inibicdo na multiplicagao de E. coli (ATCC 8739) e de P. aeruginosa (ATCC 9027)

52



A. pleuropneumoniae (wild...

C. freundii (ATCC 8090
E. coli (ATCC 11229
H. parasuis (wild isolate

K. pneumoniae (ATCC 13883) |
P. aeruginosa (ATCC 27853)

)
)
)
)
P. mirabilis (CDC 305)
S. flexneri (NCDC 9989)

S. aureus (ATCC 8095)
S. aureus (ATCC 12698)
S. aureus (ATCC 14458)
S. aureus (ATCC 29213)
. coli-isolado 2
. coli-isolado 3

. coli-isolado 5
. coli-isolado 6
. coli-isolado 7
. coli-isolado 8
. coli-isolado 9
. coli-isolado 10
. coli-isolado 11
. coli-isolado 12

SOpE|OS]

mmmmmmmimm

. coli-isolado 14
. coli-isolado 15

. coli-isolado 17
. coli-isolado 18
. coli-isclado 19
. coli-isclado 20
. coli-isclado 21
. coli-isclado 22

. coli-isolado 24
. coli-isolado 25
. coli-isolado 26
. coli-isclado 27

mmmmmmmmmmmmmimmimimm

. coli-isolado 1 |

. coli-isolado 4

. coli-isolado 13 |

. coli-isolado 16 |

. coli-isolado 23

Halos de inibigao (mm)

00°0
00
00st
- 0007
00'sZ
000t
00'SE
00'0¥

Figura 11 - Médias dos halos de inibicao resultantes da agao de
solugdo com dleo de copaiba a 10%(Copaifera langsdorffii) sobre
diversos patégenos bacterianos.
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utilizando técnica semelhante a utilizada neste trabalho. Mendonga e Onofre (2008)
utilizaram a metodologia de disco-difusdo e apresentaram dados com inibicao pelo
O0leo de copaiba, de C. multijuga Hayne, sobre Gram-negativas, E. coli (ATCC
25922) e P. aeruginosa.(ATCC 9027). Os resultados apresentaram, conforme
relatado na literatura, resisténcia de K. pneumoniae e P. mirabilis, entretanto
apontaram inibicdo das cepas padrao de E. coli, P. aeruginosa e S. flexneri além de
oito isolados selvagens de E. coli. Este é o primeiro relato de inibicdo de cepa de S.
flexneri por 6leo de copaiba e de testes de atividade antimicrobiana do éleo contra
A. pleuropneumoniae, C. feundii e H. parasuis, que foram resistentes ao 6leo.

Sugere-se que estes resultados diferentes entre os trabalhos podem ser
devido a composicao diferente dos 6leos, porque foram obtidos de diferentes
espécies do género Copaifera, e também por outros fatores, como diferentes regides
de extracdo, tempo de coleta, clima e solos. Além disso, a utilizacdo de
concentracdes variadas pode ter interferido nos resultados, como também a
resisténcia intrinseca dos isolados. E importante ressaltar a diferenca entre os perfis
de sensibilidade dos isolados de E. coli de leite mastitico que apresentaram 70% dos
isolados resistentes e 30% sensiveis com halos variando de 12mm a 34mm,
demonstrando esta individualidade da resisténcia. A inibicdo de E. coli isoladas de
leite mastitico por 6leo de copaiba pode apontar-lo como um potencial agente para
tratamento destas infecgdes, apds mais pesquisas. No entanto, com relacédo a cepa
de P. aeruginosa a hipotese de composigdes diferentes entre os 6leos é mais
provavel, uma vez que a cepa testada por Santos et al. (2008) foi a mesma utilizada
nesse estudo (ATCC 27853).

Variagdes na composicdo quimica do 6leo sdo comuns entre espécies e até

entre arvores de uma mesma espécie (Veiga Junior et al., 2005), apresentando



diferencgas entre concentracdes de substancias ativas contra bactérias. No estudo de
Santos et al. (2008) uma oleo-resina de C. reticulata extraido no estado do Acre teve
atividade antimicrobiana a uma concentragcéo 16 vezes menor do que um outro dleo
da mesma espécie obtido no estado do Para contra Staphylococcus aureus (ATCC
25923) e 4 vezes menor contra Enterococcus faecalis (ATCC 29212). Os resultados
do presente trabalho também apontaram a inibicdo de S. aureus (Fig. 11) e
confirmaram pesquisas anteriores. Mendonca e Onofre (2009) mostraram inibicao
desta espécie pelo 6leo de copaiba a uma concentragdao de 1,56%. Santos et al.
(2008) também demostraram a inibicdo de duas linhagens de S. aureus (ATCC
25923 e ATCC 33591), sendo uma resistente a meticilina, com todos os 6leos
testados, além da inibicdo de outras bactérias Gram-positivas como S. epidermidis
(ATCC 12228), Bacillus subtilis (ATCC 6623) e Enterococcus faecalis (ATCC 29212).
Inibicdo contra S. aureus (CCT 2740) e B. subtilis (CCT 2576) também foi
identificada por Pacheco et al. (2006) em nove dos onze 6leos de copaiba testados.
Packer e Luz (2007) observaram auséncia de inibi¢cao pelo 6leo de copaiba contra S.
aureus, (ATCC 6538), e estes autores sugerem que tenha ocorrido uma possivel
degradagao dos compostos antimicrobianos presentes no 6leo. Outra razdo poderia
ser a composicao desse Oleo especifico, que poderia ter quantidades naturalmente
menores de substancias com atividade contra essa bactéria.

Santos et al. (2008) apontaram que o Oleo de copaiba pode afetar a
integridade da parede celular bacteriana, identificado por microscopia eletrénica de
S. aureus desafiados e nao desafiados com o6leo de copaiba. Adicionalmente
sugerimos que além desta agao do 6leo sobre a parede celular, o 6leo pode ainda
ter outros compostos que atuem em diferentes alvos na célula bacteriana, levando

em consideragao a atividade inibitoria do 6leo testado em nosso estudo sobre
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bactérias Gram-negativas, com diferencas na susceptibilidade entre as diferentes
Gram-negativas e mesmo entre diferentes isolados da mesma espécie (Fig. 11). Isso
poderia impedir ou dificultar o surgimento de bactérias resistentes, uma vez que o
Oleo poderia conter principios diferentes agindo sinergicamente em varias estruturas
e mecanismos de célula bacteriana, o que tem aumentado o interesse em pesquisas
com fitoterapicos para inibicao de bactérias.

Assim, o resultado obtido apontou o 6leo de copaiba como uma possivel fonte
de compostos antimicrobianos, indicando-o para ser utilizado em etapas posteriores

desta pesquisa.

5.3. Fracionamento do 6leo de copaiba e identificagao de suas fragoes

O ¢6leo de copaiba foi dividido inicialmente em duas fragdes: uma denominada
fracao acida, composta por acidos diterpénicos (18,75% aproximadamente), sendo a
parte resinosa do Oleo; e a segunda, denominado fracdo ndo acida, a qual era
composta por sesquiterpenos (81,25% aproximadamente), representando a fragéo
volatii do oleo. Assim, como citado pela literatura, o 6leo apresentou-se
exclusivamente formado por estes dois tipos de substancias (Veiga Junior et al.,
2005). Posteriormente, apds o bioensaio para verificar a fragdo mais eficiente em
inibir os isolados da placa dental canina, a fracdo ndo acida foi refracionada. Foi
obtida uma fragcdo formada por hidrocarbonetos sesquiterpénicos, denominada
fracao Q-BIOMA 639, que foi submetida as técnicas de identificacdo de compostos e
da qual foi selecionado um de seus compostos majoritarios para os testes finais de
atividade antimicrobiana e o ensaio “in vivo”. A identificacdo dos compostos da
fracdo Q-BIOMA 639 apresentou um cromatograma com 56 analitos presentes,

sendo trés deles maijoritarios, representando aproximadamente 60% do total do
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volume. Estes compostos foram nomeados aleatoriamente com cdédigos
(LDBACUFV01 a LDBACUFV56), visto a necessidade de manutencgao de sigilo para
pedido de patente. Os principais sesquiterpenos encontrados usualmente na dleo-
resina da Copaifera sp. sdo B-cariophileno (Craveiro et al., 1981), a B-bisaboleno
(Maciel et al., 2002; Veiga Junior e Pinto, 2002; Oliveira et al., 2006; Ramos, 2006),
a-humuleno, a e B selineno (Veiga Junior e Pinto, 2002; Oliveira et al., 2006; Ramos,
2006), a bisabolol, B elemeno (Maciel et al., 2002; Veiga Junior e Pinto, 2002), y

cadineno (Maciel et al., 2002; Veiga Junior e Pinto, 2002; Silva et al. 2006).

5.4. Isolamento e identificagao de bactérias da placa dental de caes

Um total de 183 isolados foi obtido a partir da placa dental de dez caes sem
doencga periodontal (Fig. 12). Os resultados da coloragdo de Gram, conforme o
esperado apresentou 90% de cocos e bastonetes positivos representando 164
isolados. Desses 66% foram catalase negativos. Os 183 isolados tiveram os
fragmentos do gene 16S rDNA amplificados e sequenciados. As sequéncias obtidas
foram depositadas no GenBank (Tab. 1 e 2) e identificadas (ndo liberadas ao
publico) por comparagdo com sequéncias deste gene depositadas na mesma base
de dados. Quatro isolados ndo foram identificados devido a similaridade com
diversas bactérias de géneros diferentes com o mesmo percentual de homologia.
Dos outros 179 isolados sequenciados, 46 foram identificados em nivel de espécie
(Tab. 1), e para os outros 133, n&o se atingiu este nivel de identificagdo (Tab. 2).

Apesar do direcionamento da técnica de isolamento para o género
Streptococcus a diversidade bacteriana encontrada neste estudo apresentou um
total de 14 géneros pertencentes a trés filos. Os géneros Aerococcus, Bacillus,

Lactobacillus, Lactococcus, Leuconostoc, Enterococcus, Staphylococcus e
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Streptococcus foram os representantes do filo Firnicutes (baixo-G+C, Gram-
positivas), Actinomyces, Arthrobacter, Micrococcus foram os pertencentes ao filo
Actinobacteria (alto G+C, Gram-positivas), e Neisseria, Haemophilus, Pasteurella os
pertencentes ao filo Proteobacteria (Gram-negativas). Identificou-se também a
presenca de uma bactéria denominada como Bisgaard taxon 16 (Bisgaard e Mutters,
1986) em dois caes, totalizando seis isolados. Sugere-se que esta bactéria, ainda
nao denominada formalmente dentro da taxonomia bacteriana, faz parte da
microbiota da cavidade oral de caes, visto que os poucos relatos sdo de amostras
obtidas deste local e em nosso estudo ela foi obtida de dois caes (Bisgaard e

Mutters, 1986; Elliot et al., 2005).
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Figura 12 — Identificagdo em nivel de género de 183 isolados da placa dental de
caes baseada no sequenciamento de um fragmento do rDNA 16s.
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Tabela 1. Isolados bacterianos obtidos da placa dental de caes de um a dois
anos, sem sinais clinicos de doenga periodontal, identificados em nivel de
espécie por suas sequéncias de fragmento do rDNA 16S comparadas com as
depositadas no GenBank

Numero de
Acesso no Tamanho da %
GenBank sequencia (pb) Espécies por busca no BLAST Identidade
HQ717237 902 Aerococcus viridans (HQ425688.1) 99,0
HQ717240 1082 Aerococcus viridans (HQ425688.1) 99,0
HQ717294 1021 Aerococcus viridans (HQ425688.1) 98,7
HQ717310 712 Bisgaard Taxon 16 (AY827857.1) 99,6
HQ717312 721 Bisgaard Taxon 16 (AY827857.1) 99,4
HQ717313 656 Bisgaard Taxon 16 (AY827857.1) 99,1
HQ717314 705 Bisgaard Taxon 16 (AY827857.1) 99,6
HQ717347 705 Bisgaard Taxon 16 (AY827857.1) 99,4
HQ717353 709 Bisgaard Taxon 16 (AY827857.1) 99,3
HQ717181 1314 Enterococcus faecalis (GU471754.1) 99,0
HQ717350 857 Enterococcus faecalis (HM776210.1) 99,2
HQ717175 1312 Enterococcus faecalis (HQ259726.1) 99,1
HQ717176 1205 Enterococcus faecalis (HQ259726.1) 99,0
HQ717177 1311 Enterococcus faecalis (HQ259726.1) 99,3
HQ717179 1311 Enterococcus faecalis (HQ259726.1) 98,2
HQ717188 1314 Enterococcus faecalis (HQ259726.1) 98,8
HQ717189 1311 Enterococcus faecalis (HQ259726.1) 99,0
HQ717191 1312 Enterococcus faecalis (HQ259726.1) 99,2
HQ717210 1311 Enterococcus faecalis (HQ259726.1) 99,2
HQ717178 1085 Enterococcus faecalis (HQ293064.1) 99,2
HQ717180 604 Enterococcus faecalis (HQ293064.1) 99,0
HQ717183 926 Enterococcus faecalis (HQ293064.1) 99,1
HQ717184 929 Enterococcus faecalis (HQ293064.1) 99,9
HQ717185 913 Enterococcus faecalis (HQ293064.1) 100,0
HQ717186 1085 Enterococcus faecalis (HQ293064.1) 99,3
HQ717187 1260 Enterococcus faecalis (HQ293064.1) 99,0
HQ717190 654 Enterococcus faecalis (HQ293064.1) 99,1
HQ717193 1200 Enterococcus faecalis (HQ293064.1) 99,2
HQ717194 1093 Enterococcus faecalis (HQ293064.1) 99,0
HQ717203 1205 Enterococcus faecalis (HQ293064.1) 99,0
HQ717204 1142 Enterococcus faecalis (HQ293064.1) 99,0
HQ717205 560 Enterococcus faecalis (HQ293064.1) 99,1
HQ717209 901 Enterococcus faecalis (HQ293064.1) 99,0
HQ717217 702 Enterococcus faecalis (HQ293064.1) 99,0
HQ717311 1298 Haemophilus haemoglobinophilus (AY362907.1) 97,0
HQ717319 1299 Haemophilus haemoglobinophilus (AY362907.1) 97,0
HQ717335 708 Lactococcus lactis (AF515226.1) 99,3
HQ717344 707 Lactococcus lactis (AF515226.1) 99,3
HQ717297 900 Lactococcus lactis (DQ171715.1) 99,1
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HQ717330 1004 Lactococcus lactis (HQ286592.1) 99,1

HQ717334 800 Lactococcus lactis (HQ286592.1) 99,0
HQ717343 800 Lactococcus lactis (HQ286592.1) 99,0
HQ717341 856 Lactococcus lactis (HQ647116.1) 99,4
HQ717326 1142 Micrococcus luteus (EU071594.1) 98,9
HQ717352 1080 Streptococcus minor (EU075081.1) 98,1
HQ717348 102 Streptococcus minor (EU075082.1) 98,3

Tabela 2. Isolados bacterianos obtidos da placa dental de caes de um a dois
anos, sem sinais clinicos de doenca periodontal, identificados a nivel de
género por suas sequéncias de fragmento do rDNA 16S comparadas com as
depositadas no GenBank

Ndmero de acesso Tamanho da

no GenBank sequencia (pb) Género % ldentidade
HQ717195 1319 Actinomyces sp. 93,9
HQ717198 1314 Actinomyces sp. 95,0
HQ717199 1320 Actinomyces sp. 94,7
HQ717200 1198 Actinomyces sp. 94,0
HQ717201 738 Actinomyces sp. 94,9
HQ717202 1311 Actinomyces sp. 95,5
HQ717206 751 Actinomyces sp. 98,3
HQ717207 807 Actinomyces sp. 99,0
HQ717208 1047 Actinomyces sp. 99,3
HQ717328 1155 Actinomyces sp. 99,5
HQ717324 1318 Arthrobacter sp. 98,3
HQ717196 1312 Bacillus sp. 99,2
HQ717197 1313 Bacillus sp. 99,0
HQ717211 709 Bacillus sp. 99,4
HQ717212 863 Bacillus sp. 99,1
HQ717213 866 Bacillus sp. 99,1
HQ717214 1032 Bacillus sp. 98,3
HQ717216 803 Bacillus sp. 99,0
HQ717218 926 Bacillus sp. 99,3
HQ717219 1316 Bacillus sp. 97,1
HQ717220 1085 Bacillus sp. 98,2
HQ717258 1310 Bacillus sp. 98,9
HQ717289 1313 Bacillus sp. 97,6
HQ717215 908 Enterococcus sp. 99,1
HQ717227 1147 Enterococcus sp. 98,8
HQ717268 1262 Enterococcus sp. 97,1
HQ717269 1081 Enterococcus sp. 99,4
HQ717275 903 Enterococcus sp. 99,4
HQ717277 903 Enterococcus sp. 99,2
HQ717279 1086 Enterococcus sp. 99,4
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HQ717280
HQ717302
HQ717263
HQ717264
HQ717265
HQ717266
HQ717267
HQ717270
HQ717271
HQ717274
HQ717276
HQ717278
HQ717296
HQ717307
HQ717308
HQ717329
HQ717331
HQ717332
HQ717333
HQ717336
HQ717337
HQ717338
HQ717339
HQ717340
HQ717342
HQ717293
HQ717295
HQ717298
HQ717300
HQ717304
HQ717315
HQ717317
HQ717318
HQ717325
HQ717327
HQ717182
HQ717192
HQ717221
HQ717222
HQ717223
HQ717224
HQ717231
HQ717232
HQ717233
HQ717234
HQ717235

1082
1310
1309
1310
1310
1030
1311
1310
1344
1083
1022
1310
1107
1311
1116
1005
1060
955
802
910
916
955
955
903
807
1311
1303
1300
1300
1087
1300
1299
879
1308
1300
1316
113
908
1311
1312
900
931
1313
1080
1031
1087

Enterococcus sp.
Enterococcus sp.
Lactobacillus sp.
Lactobacillus sp.
Lactobacillus sp.
Lactobacillus sp.
Lactobacillus sp.
Lactobacillus sp.
Lactobacillus sp.
Lactobacillus sp.
Lactobacillus sp.
Lactobacillus sp.
Leuconostoc sp.
Leuconostoc sp.
Leuconostoc sp.
Leuconostoc sp.
Leuconostoc sp.
Leuconostoc sp.
Leuconostoc sp.
Leuconostoc sp.
Leuconostoc sp.
Leuconostoc sp.
Leuconostoc sp.
Leuconostoc sp.
Leuconostoc sp.
Neisseria sp.
Neisseria sp.
Neisseria sp.
Neisseria sp.
Neisseria sp.
Pasteurella sp.
Pasteurella sp.
Pasteurella sp.
Pasteurella sp.
Pasteurella sp.

Staphylococcus sp.
Staphylococcus sp.
Staphylococcus sp.
Staphylococcus sp.
Staphylococcus sp.
Staphylococcus sp.
Staphylococcus sp.
Staphylococcus sp.
Staphylococcus sp.
Staphylococcus sp.
Staphylococcus sp.
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99,4
98,7
98,3
98,9
98,3
98,9
97,6
97,9
96,7
99,2
99,3
98,5
98,8
99,1
99,1
99,0
99,2
99,1
99,0
99,0
99,6
99,2
99,0
99,3
99,0
97,4
97,1
97,4
97,5
97,3
99,4
99,5
99,3
99,5
98,4
98,4
99,1
98,7
98,8
98,4
99,6
99,0
98,3
99,1
98,9
99,3



HQ717236
HQ717238
HQ717239
HQ717241
HQ717246
HQ717247
HQ717259
HQ717260
HQ717261
HQ717262
HQ717283
HQ717286
HQ717287
HQ717288
HQ717291
HQ717292
HQ717306
HQ717309
HQ717320
HQ717321
HQ717322
HQ717323
HQ717345
HQ717346
HQ717349
HQ717351
HQ717225
HQ717226
HQ717228
HQ717229
HQ717230
HQ717242
HQ717243
HQ717244
HQ717245
HQ717248
HQ717249
HQ717250
HQ717251
HQ717252
HQ717253
HQ717254
HQ717255
HQ717256
HQ717257
HQ717272

1090
924

901

1093
966

1022
1313
1313
1312
1148
1312
1312
1312
1085
1311
1202
1317
1310
1081
1203
1314
1314
882

932

884

912

1311
1310
1311
1081
1310
1085
1306
1103
852

1026
1020
1310
1319
1050
912

1309
1309
1309
1309
720

Staphylococcus sp.
Staphylococcus sp.
Staphylococcus sp.
Staphylococcus sp.
Staphylococcus sp.
Staphylococcus sp.
Staphylococcus sp.
Staphylococcus sp.
Staphylococcus sp.
Staphylococcus sp.
Staphylococcus sp.
Staphylococcus sp.
Staphylococcus sp.
Staphylococcus sp.
Staphylococcus sp.
Staphylococcus sp.
Staphylococcus sp.
Staphylococcus sp.
Staphylococcus sp.
Staphylococcus sp.
Staphylococcus sp.
Staphylococcus sp.
Staphylococcus sp.
Staphylococcus sp.
Staphylococcus sp.
Staphylococcus sp.

Streptococcus sp.
Streptococcus sp.
Streptococcus sp.
Streptococcus sp.
Streptococcus sp.
Streptococcus sp.
Streptococcus sp.
Streptococcus sp.
Streptococcus sp.
Streptococcus sp.
Streptococcus sp.
Streptococcus sp.
Streptococcus sp.
Streptococcus sp.
Streptococcus sp.
Streptococcus sp.
Streptococcus sp.
Streptococcus sp.
Streptococcus sp.
Streptococcus sp.
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99,1
99,6
99,2
99,0
97,5
99,1
98,2
98,6
98,6
99,1
98,3
98,5
98,6
99,4
98,4
99,2
96,7
98,6
97,0
99,1
98,6
97,9
98,8
99,0
98,2
99,2
98,5
98,5
98,4
99,4
98,4
99,4
98,2
98,9
98,2
99,0
99,3
98,3
98,0
98,5
99,2
98,5
98,7
98,5
98,4
98,1



HQ717273 1309 Streptococcus sp. 98,6

HQ717281 661 Streptococcus sp. 98,9
HQ717282 1309 Streptococcus sp. 99,2
HQ717284 1203 Streptococcus sp. 97,5
HQ717285 810 Streptococcus sp. 98,1
HQ717290 1204 Streptococcus sp. 97,0
HQ717299 904 Streptococcus sp. 99,1
HQ717301 964 Streptococcus sp. 991
HQ717303 1322 Streptococcus sp. 98,1
HQ717305 922 Streptococcus sp. 99,2
HQ717316 1310 Streptococcus sp. 97,0

O perfil bacteriano construido a partir dos isolados obtidos da placa dental de
caes esta apresentado em uma arvore filogenética (Fig.13). Streptococcus sp.,
33/183 (18%), Staphylococcus sp. 37/183 (20,2%) e Enterococcus sp., 34/183
(18,6%) foram os géneros predominantes na placa dental inicial (Fig. 12). Estes
géneros foram detectados em 9/10 (90%), 8/10 (80%) e 5/10 (50%) dos cées
respectivamente, representando 105/183 (57,3%) do numero total de isolados.

A técnica empregada neste estudo permitiu o isolamento de bactérias do
género Streptococcus, entretanto outras bactérias também foram isoladas (Fig. 12),
inclusive bastonetes e Gram-negativos, demonstrando a capacidade seletiva parcial
do meio agar Mitis Salivarius. Entre os principais géneros isolados, Streptococcus foi
apenas o terceiro mais representado, superado por Staphylococcus e Enterococcus
(Fig. 12).

Elliot et al. (2005) identificaram os componentes da microbiota da placa dental
subgengival de dez caes, tendo obtido apenas 1% de Streptococcus sp. com
relagdo ao total. Além da natureza da placa ter sido diferente, eles ainda utilizaram
meios de cultura diferentes do utilizado neste estudo. Riggio et al (2011), utilizando
meios de cultura ndo seletivos, identificaram em um universo de 32 isolados obtidos

de caes sem gengivite, apenas um isolado de Streptococcus minor, o qual também
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Figura 13 — Agrupamento genético de 183 isolados obtidos da placa dental inicial de 10 caes entre um e dois anos
sem sinais clinicos de doencga periodontal. Como grupo externo foi utilizada uma sequéncia de Sulfolobus sp
depositada no GenBank.



foi identificado no presente trabalho e em outras pesquisas utilizando a placa dental
de caes e gatos (Elliot et al., 2005; Vancanneyt et al., 2004; lijima, 2009). Takada et
al. (2006) utilizando o agar mitis salivarius com suplementos conseguiram o
isolamento de Streptococcus, obtendo taxa de recuperacédo de 21,2% do total dos
isolados. Estes citaram ainda que o meio eliminou 89,7% do total de bactérias que
cresceram em meio BHI sangue a partir da mesma amostra. As principais espécies
identificadas por eles foram S. sanguis e S mitis, evidenciando o favorecimento para
crescimento de Streptococcus conferido pelo meio. E importante ressaltar que em
nenhum destes trabalhos foi possivel o isolamento de S. mutans, bactéria
considerada a mais importante na formacédo da placa dental de humanos, o que
corrobora o citado por Dent e Marsh (1981) de que existe uma relagdo entre a
presenca de Streptococcus mutans e dietas ricas em sacarose, 0 que nao € o
esperado em ragdes de caes. Takada et al. (2006), sugerem ainda que o diferente
pH da cavidade oral de caes com relagao a dos humanos possa ser um outro fator
responsavel pela auséncia da bactéria nestes animais.

Estudos dos componentes da microbiota da placa supra-gengival de caes
beagle avaliadas por hibridizacdo DNA-DNA, resultaram na identificagdo de diversas
espécies de Streptococcus, incluindo algumas relacionadas com a microbiota da
placa dental em humanos tais como S. mitis, S. constelattus, S. oralis e S. sanguis
(Rober et al., 2009). Estas espécies nao foram isoladas neste trabalho, pois as
sequéncias de Streptococcus sp. obtidas ndo apresentaram similaridade com as
destas espécies depositadas no GenBank.

A dificuldade em identificar a bactéria em nivel de espécies, especialmente
para os géneros Staphylococcus, Streptococcus e Enterococcus, pode ter ocorrido

pelo fato de que espécies estreitamente relacionadas podem ter sequéncias do gene
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16S rDNA quase idénticas o que pode ser evidenciado quando se analisam
algumas espécies de estreptococos do grupo D que compartilham mais de 99% de
similaridade na sequéncia do 16S rDNA similaridade de sequéncia (Fox et al., 1992).

Bactérias dos géneros Actinomyces, Porphyromonas, Fusobacterium,
Neisseria, Streptococcus e Veillonella foram isoladas na maioria das amostras
analisadas por Dent e Marsh (1981), sugerindo que os representantes desses
géneros podem ser considerados como membros caracteristicos ou autdéctones da
comunidade microbiana da placa dental em animais. O presente trabalho corrobora
este estudo, verificando a presenca dos géneros Streptococcus, Neisseria e
Actinomyces, como apresentado na figura 12. Quanto aos géneros, Porphyromonas,
Fusobacterium e Veillonella ja era esperado que ndo fossem isolados devido a
metodologia aplicada e as necessidades nutricionais e de anaerobiose estritas
destas bactérias.

A andlise das sequéncias e revisdo de literatura indicaram que 59/183
(32,2%) das bactérias isoladas de cédes neste estudo ndo s&o normalmente
encontrados na cavidade oral humana (Socransky e Haffajee, 2005; Paster, et al.,
2001). Apenas 05/15 (33,3%) dos grupos identificados (14 géneros e a Bisgaard
taxon 16), Actinomyces, Neisseria, Streptococcus e Haemophilus e Lactobacillus,
sdo considerados membros da placa supragengival dental de humanos (Paster et
al., 2001;. Socransky e Haffajee, 1992; Sansone et al., 1993;. Lillemark e

Bloomquist, 1981; Hasty et al., 1992; London e Allen, 1990).
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5.5. Avaliagao de atividade antimicrobiana do dleo de copaiba e de suas
fragoes sobre os isolados da placa dental de caes

Os halos de inibigao do 6leo de copaiba integro e das fragdes acida e nao
acida, sobre os isolados da placa dental de caes estdo apresentados na figura 14. O
controle negativo com tween 80 n&o apresentou inibigdo sobre nenhum isolado.
Assim como alguns estudos de atividade antimicrobiana que utilizaram o d6leo de
copaiba contra cepas de referéncia oriundas da placa dental de humanos, (Pieri et
al., 2012b; Mussi, 2011; Souza et al., 2011; Pieri et al., 2010; Drumond et al., 2004;
Gurgel, 2004; Simdes, 2004), este estudo mostrou atividade antimicrobiana “in vitro”
pela solucdo de copaiba sobre bactérias da placa dental de caes (Fig. 14),
abrangendo um isolado dos géneros Aerococcus sp., Lactobacillus sp., Lactococcus
sp. e Pasteurella sp., dois isolados de Enterococcus sp., Leuconostoc sp., trés de
Staphylococcus sp. e cinco de Streptococcus sp. Um isolado de Enterococcus sp.,
Staphylococcus sp., Streptococcus sp. e Leuconostoc sp. foram resistentes (Fig 15).
Os halos de inibicao apresentaram-se semelhantes para a maioria dos isolados
inibidos, entre 10mm e 15mm (Fig 15). Entretanto dois isolados, um de Lactococcus
sp. € um de Leuconostoc sp., apresentaram mais sensiveis, com halos maiores (Fig
15). Para o isolado de Lactococcus sp., os halos foram de 16mm e 20mm para o
Oleo integro e a fragcdo nado acida respectivamente. J& para o isolado de
Leunonostoc sp., os halos foram de 16mm para a fragao acida e de 30mm para as

demais solucdes testadas.
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A fracdo ndo acida apresentou resultados superiores a fracdo acida
(P<0,05) e, desta maneira, foi indicada para o novo fracionamento e redugao
do numero de componentes da amostra. Os resultados desta fragdo foram
considerados estatisticamente iguais (P>0,05) ao do dleo de copaiba integro
quanto ao tamanho dos halos de inibicdo, porém além de inibir todos os
isolados que o dleo integro inibiu ainda teve atividade contra o isolado de
Enterococcus que foi resistente ao 6leo (Fig. 14). Os outros trés isolados que
foram resistentes ao 6leo também ndo foram inibidos pela fracdo néo acida. Ja
a fracéo acida so foi capaz de inibir oito isolados (Fig. 14), com halos inferiores
comparada a nao acida e ao 6leo integro (P<0,05), sendo trés Streptococcus
sp., um Staphylococcus sp., um Lactobacillus sp. e dois Leuconostoc sp. No
estudo de Souza et al (2011) foram testados sete diterpenos e quatro
sesquiterpenos contra varias cepas padrao da placa dental de humanos,
obtendo inibicdo mais eficiente por trés diterpenos, com especial meng¢ao ao
acido copalico que teve valores de MIC entre 2 e 6 ug/mL. Nos resultados do
presente trabalho houve inibicdo de apenas oito isolados pela fracao
diterpénica, sugerindo um diferente perfil de susceptibilidade entre as bactérias
dentais de caes e humanos.

A ultima fragcdo obtida, denominada QBIOMA 639, a partir da n&o acida,
foi testada quanto ao seu potencial antimicrobiano contra 20 isolados da placa
dental de caes escolhidos aleatoriamente dentro de um grupo de isolados
composto pelos trés principais géneros identificados (oito Streptococcus sp.,
seis Staphylococcus sp. e seis Enterococcus sp.) e os resultados obtidos sobre

as bactérias do teste encontram-se na figura 15. Foram resistentes apenas um
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isolado de Enterococcus sp., € um de Streptococcus sp. Todas as outras
bactérias foram consideradas sensiveis com a metodologia usada.
Dos trés compostos majoritarios identificados na fragdo QBIOMA 639 um

foi selecionado para os testes seguintes e foi denominado LDBACUFVO01.

5.6. Avaliagcao da concentragao inibitéria minima (CIM) do 6leo de copaiba
e do composto selecionado sobre isolados da placa dental de caes

Os resultados do ensaio de CIM, de 6leo de copaiba, do composto
LDBACUFV01 e de clorexidina sobre estes isolados se encontram
apresentados na Tabela 3 e foram apresentados sob a forma de modificagao
da coloragédo da Resazurina como representado na figura 16. Foram analisados
33 destes isolados para o composto LDBACUFVO01 e clorexidina e 32 para o
Oleo de copaiba, devido a auséncia de crescimento de alguns isolados.
Os isolados testados apresentaram sensibilidade a todas as concentracbes
testadas de clorexidina (2% a 0,015625%), controle positivo. (Tab. 3) Com
relacdo ao 6leo de copaiba integro a sensibilidade dos isolados bacterianos foi
de 75%, dos quais 62% foram sensiveis a concentragées menores ou iguais a
5% do dleo e ainda 34% do total foram sensiveis a 2,5% ou menos (Fig. 17).
Pieri et al. (2012b) identificaram a CIM de um o6leo de C. officinalis sobre S.
mutans (ATCC 25175), com o resultado de 0,078uL/mL. Os isolados deste
ensaio apresentaram CIM mais elevadas, sugerindo uma menor
susceptibilidade das bactérias deste trabalho ao 6leo, ou maior concentracéo

do composto ativo no 6leo usado pelos autores.
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Figura 15 — Médias dos halos de inibicdo bacteriana de uma solucao a 10% da fragdao de hidrocarbonetos
sesquiterpénicos, obtida do éleo de copaiba (Copaifera langsdorffii), denominada Q-BIOMA 639, contra 20
isolados bacterianos obtidos da placa dental de caes



Tabela 3 - Concentragées inibitérias minimas do 6leo de Copaifera
langsdorffii, e de um de seus serquiterpenos e de clorexidina sobre
isolados bacterianos oriundos da placa dental de caes
N.
depdsito Género da bactéria Copaiba LDBACUFV01 Clorexidina

HQ717206 Actinomyces sp. 5% 2,50% <0,02%
HQ717208 Actinomyces sp. 1,25% 1,25% <0,02%
HQ717237 Aerococcus sp. 5% 2,50% <0,02%
HQ717211 Bacillus sp. 10% 5% <0,02%
HQ717289 Bacillus sp. R R <0,02%
HQ717312 Bisgaard Taxon 16 R R <0,02%
HQ717176  Enterococcus sp. 1,25% 5% <0,02%
HQ717205 Enterococcus sp. 10% 5% <0,02%
HQ717227  Enterococcus sp. 5% 5% <0,02%
HQ717268 Enterococcus sp. 5% 1,25% <0,02%
HQ717302 Enterococcus sp. 5% 1,25% <0,02%
HQ717350 Enterococcus sp. 2,50% 2,50% <0,02%
HQ717319  Haemophilus sp. 2,50% 10% <0,02%
HQ717266 Lactobacillus sp. 5% 1,25% <0,02%
HQ717270 Lactobacillus sp. R 5% <0,02%
HQ717278 Lactobacillus sp. R 5% <0,02%
HQ717330 Lactococcus sp. 1,25% 0,63% <0,02%
HQ717335 Lactococcus sp. 1,25% 0,63% <0,02%
HQ717296 Leuconostoc sp. 5% 5% <0,02%
HQ717308 Leuconostoc sp. 1,25% R <0,02%
HQ717331 Leuconostoc sp. R R <0,02%
HQ717182 Staphylococcus sp. 5% 2,50% <0,02%
HQ717223 Staphylococcus sp. R R <0,02%
HQ717224  Staphylococcus sp. 10% R <0,02%
HQ717232 Staphylococcus sp. R R <0,02%
HQ717306 Staphylococcus sp. 10% R <0,02%
HQ717309 Staphylococcus sp. R R <0,02%
HQ717228  Streptococcus sp. 5% 5% <0,02%
HQ717229  Streptococcus sp. 2,50% 0,63% <0,02%
HQ717242  Streptococcus sp. NT 0,63% <0,02%
HQ717243  Streptococcus sp. 1,25% 0,63% <0,02%
HQ717249  Streptococcus sp. 1,25% 1,25% <0,02%
HQ717305  Streptococcus sp. 1,25% 1,25% <0,02%

*R indica resisténcia microbiana a todas as concentragdes testadas; NT indica isolado nao
testado para este tratamento. Os numeros de depésito representam o cédigo de busca da
sequencia do 16S rDNA de cada isolado no GenBank.
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Figura 16 — Visualizagdo das placas obtidas no teste de concentragao inibitéria minima utilizando resazurina 0,01% como
indicador colorimétrico. Cada isolado foi inoculado em seis orificios, sendo os trés primeiros com a substancia testada e
os trés seguintes apenas com o meio de cultura como controle de crescimento. Destacado em amarelo o resultado
positivo para inibicdo da bactéria, onde ndo ha conversao do corante para rosa, e ha conversao nos trés orificios do
controle. Em preto destacado isolado que nao obteve crescimento no meio de cultura sem antimicrobiano, tornando o
resultado nulo para este isolado. Em vermelho resultado negativo para inibicdo da bactéria: Ha conversao do corante para
rosa pela bactéria nos orificios com a substancia teste. Destacado em verde o controle de esterilidade dos meios
utilizados.



Dos isolados, 72% foram sensiveis ao composto LDBACUFVO01 (Fig.
18), enquanto 45% a concentragbes menores ou iguais a 2,5% do mesmo.
Como as CIM para 85% dos isolados ficaram acima de 0,63%, optou-se pela
nao continuidade do teste a concentragdes menores, visto que o objetivo deste
experimento era confirmar a atividade do composto e selecionar uma
concentracao para o ensaio “in vivo”.

O género com a maior resisténcia ao composto LDBACUFV01 foi
Staphylococcus, com apenas 17% inibidos (1/6). Como os resultados de
atividade do d6leo de copaiba, da fracdo ndo acida e da fracao QBIOMA 639
apontaram eficiéncia destas substancias sobre o género Staphylococcus,
sugere-se que a atividade antimicrobiana contra estas bactérias é conferida por
outro composto constituinte, que ndo o LDBACUFV01. Ainda os resultados
apresentados apontaram acio do referido composto sobre todos os isolados de
Streptococcus sp. e Enterococcus sp. (Tab.3) indicando-o como o ativo, ou um

dos, sobre estes géneros.

5.7. Avaliagao da inibicao da formacgao de placa dental em caes

Os resultados obtidos estdo apresentados na figura 19. Os resultados
apontaram a area de cobertura dos dentes com placa (médiatEP) de
23.312,6% para a solucéo teste LDBACUFV01, de 37,5+3,7% para a solucao
controle positivo e de 65,56+2,5% de cobertura para a solugcdo controle
negativo. Os grupos teste e controle positivo com digluconato de clorexidina
0,12% foram estatisticamente inferiores ao controle negativo (P<0,001), e
diferentes entre si (P<0,05) com vantagem na inibicdo da placa pelo grupo

teste. Em seu estudo, Pieri et al. (2010) testaram a atividade inibitéria da
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Figura 17 — Percentual do total de 32 de isolados da placa dental de caes
com as Concentragoes Inibitérias Minimas estabelecidas nas diferentes
concentragoes do 6leo de Copaifera langsdorffii. R representa resisténcia
até de 10% do 6leo.

H10%
m5%
m2,50%
E1,25%
m0,63%

W Resistente

Figura 18 —. Percentual do total de 33 isolados da placa dental de caes
com as Concentragoes Inibitérias Minimas estabelecidas nas diferentes
concentragoes do composto LDBACUFV01. R representa resisténcia até
de 10% do composto.
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formacgao de placa dental em cées por solugdo contendo 6leo de copaiba (C.
officinallis) a 10%, obtendo médias (xEP) de 22.4+5.3% e 29,245,4%, para
solucdo com copaiba a 10% e clorexidina a 0,12% ambas superiores a de
controle negativo. Embora o resultado apresentado pelo ensaio “in vitro” tenha
apontado para uma superioridade da clorexidina inibindo todos os isolados
(Tab. 3), no ensaio com animais, o composto LDBACUFVO01 obteve resultados
superiores, o que pode ter ocorrido pela interferéncia na capacidade adesiva
das bactérias, pois todos os isolados resistentes foram classificados quanto a
capacidade de se aderir em placa de microtitulacdo, sendo considerados seis
com fraca capacidade, dois com moderada e um com forte (dados nao
publicados) e Pieri et al. (2010) utilizando 6leo de C. officinalis obtiveram
resultados positivos para inibicdo de aderéncia de S. mutans, indicando a
possivel acdo antiaderente do Oleo sobre bactérias da placa dental em
humanos, o que poderia ocorrer também em caes. Outra possibilidade seria o
6leo, e o0 bioproduto com o composto LDBACUFV08 terem a capacidade de
inibir a capacidade co-agregativa das bactérias formadoras da placa dos cées,
uma vez que Mussi (2011) identificou esta atividade por um o6leo de C.
officinalis sobre periodontopatégenos de humanos, Fusobacterium nucleatum e
Porphyromonas gingivalis.

Um estudo com pacientes humanos apresentou resultados negativos
com relagéo a redugéo da placa dental por um gel contendo 6leo de copaiba
(Copaifera sp.) (Pereira et al., 2010). Entretanto, existem diferengas entre as
composicdes de diferentes 6leos de copaiba o que poderia explicar a diferenca
de resultados. No presente trabalho conforme suposto a partir dos testes de

agao antimicrobiana in vitro, houve inibicdo da formagéao da placa bacteriana
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dental nos caes pela solucdo com 6leo de copaiba, revelada pela reducao
significativa na formag&o bacteriana na area dos dentes analisados. N&o
existem relatos de testes de inibicdo na formacao de placa bacteriana dental de
caes “in vivo” com sesquiterpenos isolados do 6leo, entretanto estes dados se
encontram de acordo com um trabalho anterior (Pieri et al., 2010) que apontou

reducao de placa em caes por solugao contendo 6leo de copaiba integro.
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Figura 19 — Formacao de placa bacteriana dental, apés 15 dias de
tratamento dos diferentes grupos; O resultado é expresso pelo percentual
da area total da face vestibular dos dentes canino, molares e pré-molares
superiores cobertos por placa bacteriana. Os resultados foram
submetidos a analise de aariancia e as médias comparadas pelo teste de
Tukey (p<0,05);

Desta maneira os resultados apresentados neste trabalho demonstram a

atividade do 6leo de copaiba e do composto LDBACUFV01 sobre bactérias
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isoladas da placa dental de caes, sendo o primeiro relato desta natureza. Esta
atividade a ser explorada sob a forma do patenteamento de solu¢do com o
composto que podera trazer varios beneficios como a reducédo da formacéao de
placa dental em cdes e a respectiva redugdo na incidéncia da doenca
periodontal. Adicionalmente, este trabalho representa: uma ampliagdo na
escassa literatura disponivel a respeito da participacdo do género
Streptococcus na formacéo desta placa; ampliagdo na literatura disponivel a
respeito da atividade antimicrobiana do éleo de copaiba sobre patégenos,
podendo este apds novos estudos ser indicado ao tratamento de infecgbes
causadas por estas bactérias em caes e humanos. Isto segue a tendéncia atual
da busca por novos produtos naturais, explorando a biodiversidade da flora
brasileira e substituindo medicamentos alopaticos, beneficiando a populacao
que poderia reduzir seu gasto com medicamentos e ter acesso facilitado a

estes produtos.
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6. CONCLUSOES

O dleo de copaiba era composto de apenas diterpenos e
sesquiterpenos;

As técnicas empregadas possibilitaram isolar 15 grupos diferentes
microbianos incluindo o género Streptococcus que representou 18% do
total de 183 isolados da bacterioteca formada.

O ¢6leo de copaiba apresentou atividade antimicrobiana contra diversos
patdgenos, incluindo bactérias Gram-positivas e negativas;

Os hidrocarbonetos sesquiterpénicos foram mais inibitérios sobre as
bactérias da placa dental de cédes e o composto selecionado entre os
estas substancias teve atividade sobre bactérias da placa dental de
caes, se apresentando assim como um principio ativo antimicrobiano do
Oleo.

O bioproduto formulado apresentou atividade eficiente na reducado da
formacdo da placa dental de cdes e sua solucdo sera utilizada em

pedido de patente.
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