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RESUMO

Diante da problematica de micro-organismos multirresistentes, este estudo objetivou

avaliar a atividade antibacteriana do 6leo comercial da espécie Copaifera officinalis
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(copaiba), frente a duas cepas padrao, Staphylococcus aureus (25923) e Escherichia
coli (25922) por meio da determinag¢do da concentragao inibitéria minima (CIM) e da
Concentracao bactericida minima (CBM) pelo método de microdiluicao e semeio em
agar Mueller-Hinton, respectivamente. As concentracdes avaliadas foram de 30
mg.mL1a 10 mg.mL-1 para S.aureus e de 20 mg.mL-! a 5 mg.mL1 para E.coli, além do
controle negativo. Os dados obtidos apontaram variagdes de atividade e resposta em
ambos os micro-organismos, onde para S.aureus a CIM foi definida na concentragao
de 10 mg.mL-1 e a CBM foi observada nas concentragdes de 25 mg.mL-! e 30 mg.mL-1.
Para E.coli a CIM foi definida na concentracdo de 5 mg.mL-1 e a CBM observada nas
concentragdes de 10 mg.mL-1 e 20 mg.mL-1-Os resultados foram tratados por meio de
estatistica descritiva e teste de correlacdo de Pearson, e apontaram correlagdo
negativa para E.coli (r=0,73) e para S.aureus (r=0,85), com significancia estatistica
apenas para a bactéria gram positiva com valor de p = 0,0295, isto é, p< 0,05. Diante
disso, notou-se indicativo de atividade antimicrobiana frente as cepas padrao, com

efeito predominantemente bacteriostatico.

Palavras-chave: Medicamento fitoterapico. Microdilui¢dao. CIM. CBM.

ABSTRACT

Given the problem of multidrug-resistant microorganisms, this study aimed to
evaluate the antibacterial activity of the commercial oil of the Copaifera officinalis
(copaiba) species against two standard strains, Staphylococcus aureus(25923) and
Escherichia coli(25922) by determining the minimum inhibitory concentration (MIC)
and the minimum bactericidal concentration (MBC) using the microdilution method
and sowing on Mueller-Hinton agar, respectively. The concentrations evaluated were
30 mg.mL-1 to 10 mg.mL-1 for S.aureus and 20 mg.mL-1 to 5 mg.mL-1 for E.colj, as
well as the negative control. The data obtained showed variations in activity and
response in both microorganisms, where for S.aureus the MIC was defined at a
concentration of 10 mg.mL-1 and the MBC was observed at concentrations of 25
mg.mL-1 and 30 mg.mL-1. For E.coli, the MIC was defined at a concentration of 5
mg.mL-1 and the MBC was observed at concentrations of 10 mg.mL-1 and 20 mg.mL-

1.The results were analyzed using descriptive statistics and Pearson's correlation
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test, and showed a negative correlation for E.coli (r=0.73) and S.aureus (r=0.85), with
statistical significance only for gram-positive bacteria with a value of p = 0.0295, i.e.
p< 0.05. This indicated antimicrobial activity against the standard strains, with a

predominantly bacteriostatic effect.

Keywords: Herbal medicine. Microdilution. CIM. CBM.
INTRODUCAO

A resisténcia bacteriana aos antimicrobianos constitui um importante
problema de saude publica, envolvendo fatores intrinsecos e extrinsecos as bactérias.
Esses fatores podem ser adquiridos pela exposicao excessiva a antibidticos ou ser
caracteristicas proprias da bactéria, a nivel funcional e/ou estrutural, promovendo
mutacdes génicas que resultam no surgimento de micro-organismos
multirresistentes (Baptista, 2013; Blair et al,2015; Costa,2016; Freires; Rodrigues,
2022)

Exemplos relevantes de micro-organismos com alta resisténcia incluem
Staphylococcus aureus e Escherichia coli, frequentemente associadas a cepas
multirresistentes que representam risco a saide humana e animal (Ribeiro et al,
2018; Duse et al, 2015; Samoilova et al, 2014).

O género Copaifera spp. compreende espécies de plantas que atuam com
reconhecida capacidade medicinal, e podem ser encontrados com predominancia
entre os biomas do Cerrado e da Amazdénia (Arruda et al, 2019), além disso, o género
se encontra na Lista Nacional de Plantas Medicinais de Interesse do Sistema Unico de
Saude (Renisus), devido ao poder terapéutico que as suas espécies dispdem.
Historicamente, o uso medicinal dessas plantas foi introduzido por povos indigenas e
posteriormente incorporado as praticas populares tradicionais, permanecendo até os
dias atuais. O 6leo de copaiba é o principal produto obtido dessas espécies, sendo
amplamente comercializado em feiras e farmdcias devido as suas propriedades anti-
inflamatdrias, analgésicas e cicatrizantes (Dini et al, 2019; Frazao et al, 2023; Santos
et al, 2008a).

Naregido Norte do Brasil, o 6leo de copaiba ocupa papel relevante na medicina

tradicional popular e na economia regional (Goncalves et al, 2012). Entre as espécies
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de destaque, Copaifera officinalis é considerada uma das principais fornecedoras de
6leoresina, sendo comercializada localmente e em outras regides do pais (Trindade
etal, 2018).

Diante disso, o presente trabalho teve como objetivo avaliar se o 6leo essencial
de Copaifera officinalis, apresenta efeito antibacteriano sobre as cepas padrdo de

Staphylococcus aureus subsp.aureus (ATCC 25923) e Escherichia coli (ATCC 25922).

MATERIAIS E METODOS
Cepas Bacterianas

Para este estudo, foram utilizadas duas cepas bacterianas de referéncia
fornecidas pelo Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (MAPA), estado
do Para: Staphylococcus aureus subsp. aureus (ATCC 25923), Gram-positiva, e
Escherichia coli (ATCC 25922), Gram-negativa. Ambas as cepas apresentam origem
clinica e sdo amplamente empregadas como controles de qualidade em testes de
suscetibilidade antimicrobiana e ensaios cientificos.

A escolha dessas cepas justifica-se por sua importancia tanto para a saude
humana quanto para a saide animal, uma vez que sdo frequentemente associadas a
quadros patoldgicos e apresentam capacidade de multirresisténcia a antibiéticos, o
que as torna relevantes para estudos de avaliacdo de novos agentes antimicrobianos.
As cepas foram fornecidas em formato liofilizado e reativadas conforme descrito no

item a seguir.

Reativacao das Cepas Padrao

A reativa¢do das cepas foi realizada com a inoculacdo em Caldo Brain Heart
Infusion (BHI), seguido de incubac¢do a 37 °C por 24 horas. Posteriormente, as cepas
foram semeadas em meio Agar Mueller-Hinton e incubadas novamente por 24 horas

a 37 °C. A pureza das cepas foi confirmada por coloracdo de Gram, e o indculo

by

bacteriano foi padronizado para uma densidade correspondente a escala 0,5 de
McFarland (*1,5 x 10® UFC-mL™), seguido de diluicio em solucdo salina estéril a

0,85% para obtencdo de 1,5 x 107 UFC-mL™™.
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Oleo Essencial

O oleo essencial de copaiba utilizado no presente estudo foi adquirido
comercialmente da empresa Esséncia do Brasil, em frasco de vidro com volume de 10
mL. De acordo com o fabricante, o 6leo é obtido a partir do destilado da resina da
espécie Copalifera officinalis, por meio de destilagdo a vapor, processo que permite a
separacdo da fracdo mais volatil da 6leoresina, resultando no 6leo essencial final. Para
preparo das solugoes teste, o 6leo foi diluido em dimetilsulféxido (DMSO) 99% puro
(C2Hg0S), adquirido comercialmente da empresa Quimisul SC Brasil Ltda., em frasco
de vidro de 100 mL. O DMSO foi utilizado como solvente devido a sua capacidade de
solubilizar compostos lipofilicos, garantindo a homogeneidade das solugdes para os

ensaios antimicrobianos.

Determinacido da Concentracdo Inibitéria Minima (CIM) para Cepas
Padrao Escherichia Coli (25922) e Staphylococcus Aureus subsp.aureus
(25923)

O trabalho foi desenvolvido utilizando como base a metodologia adaptada de
Santurio etal 2007, com substituicdes do metanol pelo DMSO, do caldo Muller-Hinton
por solugdo salina estéril 0,85% e de placas de microtitulagdo por microtubos do tipo
“eppendorfs”.

0 ensaio de microdiluicdo foi realizado em microtubos estéreis de 1,5 mL. Para
E. coli, as concentragdes testadas foram 20 mg-mL™, 15 mg-mL™, 10 mg-mL™ e 5
mg-mL~?; para S. aureus, 30 mg-mL™%, 25 mg-mL™, 20 mg-mL™*, 15 mg-mL™ e 10
mg-mL?, incluindo controle negativo (sem 6leo).

Cada microtubo recebeu 100 pL da concentragao teste, 80 uL de caldo BHI e
20 pL da suspensao bacteriana ajustada na escala 0,5 de McFarland, totalizando 200
uL por tubo. O controle negativo manteve os volumes, substituindo o 6leo por solugao
salina estéril. Os microtubos foram incubados a 37 °C por 22 horas. Todos os ensaios

foram realizados em duplicata.

Leitura da CIM

A cim foi determinada por observacao visual da turbidez nos tubos, de acordo

com (Castro e Lima, 2010). A auséncia de turbidez indicou inibi¢do do crescimento
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bacteriano, caracterizando a concentragdo minima inibitéria.

Determinaciao da Concentracao Bactericida Minima (CBM) para E.coli

(25922) e S. aureus subsp.aureus (25923)

A CBM foi avaliada a partir das concentrag¢des utilizadas na CIM. Aliquotas de
100 pL de cada concentragao teste foram transferidas para 900 pL de solugao salina
estéril a 0,85%, iniciando-se diluicdes seriadas. Para E. coli, os fatores de diluigcdo
foram de 107' a 107*, e para S. aureus, de 10™* a 107, ajustados conforme a taxa de
crescimento de cada micro-organismo.

Em seguida, 50 pL de cada dilui¢do foram semeados em placas de agar Mueller-
Hinton e distribuidos uniformemente. As placas foram incubadas a 37 °C por 22 horas,
ap6s o que as coldnias foram contadas e expressas em UFC-mL™". Todos os ensaios

foram realizados em duplicata.

Anadlise Estatistica

Os dados alcangados da CBM foram submetidos a andlise estatistica utilizando
o programa Bioestat versao 5.0. Os resultados foram tratados por meio da estatistica
descritiva com os respectivos valores de média e desvio padrao, também foi aplicado
a estatistica inferencial por meio do teste de Correlacao de Pearson para avaliar a

ligacdo entre as variaveis concentrac¢ao do 6leo e crescimento bacteriano.

RESULTADOS

O efeito da atividade do 6leo essencial de copaiba sobre as cepas padrao foi
verificado por meio da CIM e CBM, demonstrados na forma de figuras, tabelas e
graficos.

Levando em consideracdo primeiramente as CIMs, a suscetibilidade das
bactérias perante o 6leo essencial apresentou variacdes em ambas as cepas, sendo
que para E.coli a CIM foi visualmente definida na concentracdo de 5 mg.mL-!
mantendo as mesmas caracteristicas visuais até a concentracdo de 20 mg.mL-!
(Figura 1), ao passo que para S.aureus, a CIM foi definida na concentracdo de 10
mg.mL-1, e também foi perceptivel que as concentra¢des de 15 mg.mL-1a 25 mg.mL-1

indicaram uma possivel atividade antimicrobiana frente ao micro-organismo,
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considerando o aspecto observado no interior dos tubos (Figura 2). O controle
negativo, ou seja, os tubos sem a presenca do 6leo essencial, para ambas as cepas,
exibiram forte indicativo de crescimento bacteriano, caracterizado pela alta turvagdo
no seu interior, indicando viabilidade bioldgica das cepas pelo aspecto de turbidez

observado.

Figura 1: Verificacdo de atividade antimicrobiana por meio da CIM nas diferentes
concentragdes para E.coli, além do controle negativo.

Fonte: Os autores.

Figura 2: Verificacdo de atividade antimicrobiana por meio da CIM nas diferentes
concentragdes para S.aureus, além do controle negativo.

Fonte: Os autores.
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Os dados obtidos da CBM para E.coli e para S.aureus nao coincidiu em sua

totalidade com os resultados observados na CIM. Os resultados da CBM para E.coli e

S.aureus, foram ilustrados por meio de estatistica descritiva como mostra as tabelas

1 e 2 respectivamente.

Tabela 1: Concentragdo bactericida minima do éleo de copaiba (Copaifera officinalis) frente

E.coli representada pela média e desvio padrao.

Concentrag¢ao do Escherichia coli
antimicrobiano (Logio UFC.mL1) X+DP

20 mg. mL1 0.00+0.00

15 mg. mL1 4.69+0.01

10 mg. mL1 0.00+0.00
7.5 mg. mL! 4.60£0.01

5 mg. mL1 6.69+0.02
Controle 6.39+0.00

*X=média aritmética; DP= desvio padrio
Fonte: Os autores.

Tabela 2: Concentragdo bactericida minima do 6éleo de copaiba (Copaifera officinalis) frente

S.aureus representada pela média e desvio padrao.

Concentragiio do Staphylococcus al_lreus
antimicrobiano (Log1o UFC.mL~T)
X+DP
30 mg. mL-1 0.00£0.00
25 mg. mL1 0.00+£0.00
20 mg. mL1? 7.39+0.02
15 mg. mL-1 7.87+0.03
10 mg. mL1 7.50£0.00
controle 9.36£0.02

*X= média aritmética; DP= desvio padrao
Fonte: Os autores.

A estatistica inferencial também foi aplicada para aprofundar a interpretacao

dos resultados obtidos para S.aureus, expressos no grafico um e E.coli no grafico 2.

Diante dos dados obtidos, o teste estatistico que se mostrou mais adequado

perante as variaveis utilizadas, para uma melhor compreensao do efeito do 6leo

essencial sobre ambos os micro-organismos, foi o teste de Correlagdo de Pearson.
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Grafico 1: Relacdo entre a concentragdo do antimicrobiano e o crescimento de S. aureus
medida em Log;o UFC-mL™" representado pelo coeficiente de correlacio.
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Fonte: Os autores.

Os dados do grafico nimero um representam o resultado do teste de
Correlagdo, o qual apontou significancia estatistica em relagdo a atividade do
composto para S.aureus, com valor de r = - 0,85, caracterizando uma forte correlagdo
negativa, ou seja, isso indica que quanto maior a dose do composto menor é o
crescimento bacteriano, resultado este reforcado ainda pelo valor da p < 0,05,
apontando significancia estatistica.

Por outo lado, os dados para E.coli apresentados no grafico nimero dois,
mostram que o coeficiente de correlacao foi de r = - 0,73, e isso revela que também
houve uma correlacio negativa, porém moderada quanto as variaveis
dose/crescimento, ndo demostrando significancia estatistica, considerando valor de
p > 0,05. Em pratica isso significa que, possivelmente a atividade do 6leo de copaiba
como bactericida para E.coli ndo tenha surtido efeito de fato nas concentragdes

experimentadas.
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Grafico 2: Relagdo entre a concentracdo do antimicrobiano e o crescimento de E. coli medida
em Log;, UFC-mL™" representado pelo coeficiente de correlacio.
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Fonte: Os autores.

DISCUSSAO

O presente estudo verificou que a atividade antibacteriana do 6leo de copaiba
da espécie C. officinalis, mostrou variacdes consideraveis frente as bactérias em
questdo e em determinadas concentragdes examinadas. Os dados da CIM e CBM
divergiram em algumas concentra¢cdes e acredita-se que isso se deva as
peculiaridades de cada bactéria frente ao 6leo essencial.

De modo geral, os resultados mostraram uma dinamica atipica em resposta ao
antimicrobiano, especialmente quando observado os dados para E.coli, notado
especificamente na concentracao de 15 mg.mL-!, apontando uma possivel reposta
biolégica nao linear do micro-organismo frente ao bioativo, ou seja, o efeito
antimicrobiano do 6leo de copaiba sobre a E.coli pode nao ter tido uma relagado direta
e constante com a concentragdo no qual foi testada, o que foi diferente para S.aureus.
E valido considerar a possibilidade da nio atividade bactericida em si do éleo para o
patégeno gram negativo, e sim, apenas um efeito bacteriostatico.

A interpretacdo dos resultados do presente estudo, considerando o
mecanismo bacteriostatico, se intensifica quando pareamos os dados da CIM e da
CBM, distintos entre si, pelo aspecto de turbidez observado em algumas

concentracgdes para E.coli e para S.aureus, logo, ao consideramos os dados da CBM,
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observou-se crescimento bacteriano visivel nas placas em algumas concentragées em
que na CIM se apresentavam clarificados, reforcando a ideia de um possivel efeito
inibitério na CIM, e bacteriostatico na CBM.

Essa interpretacao esta alinhada a um estudo conduzido por Pieri et al, 2012
em que avaliaram o efeito bacteriostatico do dleo de copaiba extraido da mesma
espécie na qual foi utilizado no presente estudo, a C.officinalis, frente a bactéria
Streptococcus mutans, onde foi observado que mesmo na auséncia de turbidez nas
concentracgdes da CIM, a CBM mostrou o contrario, e que nenhuma das concentragoes
foram capazes de destruir 99,9% dos micro-organismos. O que pode explicar esse tipo
de interpretacao da CIM no presente estudo, é o fato de se ter um baixo crescimento
bacteriano, com pouca carga bacteriana, refletindo em aspecto enganoso de nao
crescimento bacteriano no tubo, quando na verdade se tem um efeito inibitério leve
e aparéncia sem turbidez significativa.

A acdo antibacteriana distinta do 6leo de copaiba em S.aureus e E.coli era
esperado, visto que ambos o0s micro-organismos apresentam caracteristicas
particulares em relacao a morfologia, especialmente da parede celular. Para S. aureus,
as concentracdes de 30 mg.mL1 e 25 mg.mL-! caracterizaram a CBM, e esse resultado
indicou grande possibilidade de sensibilidade bacteriana ao bioativo, por outro lado
as outras concentragdes mostraram ser menos eficientes e com variagdes de baixa
eficiéncia préximas umas das outras.Com relacao a E.coli, o resultado da CBM
determinada especialmente nas concentragdes de 10 mgmL?! e 20 mgmL,
considerando os dados da estatistica descritiva com os valores de média e desvio
padrao, reforca o fato de que nessas concentragdes nao houve crescimento visivel de
coldnias.

Essa acdo mais efetiva em gram positivos também foi observada por Santos et
al, 2008b em seu trabalho sobre atividade antimicrobiana, onde avaliaram a agao de
0leos de copaiba obtido de diferentes espécies do género Copaifera, e observaram que
para S.aureus o Oleo de trés espécies de Copaifera incluindo a C.officinalis,
apresentaram atividade antibacteriana, com diminuicdo da viabilidade dos micro-
organismos, ao passo que para E.coli, os 6leos nao apresentaram atividade antibidtica.

Outra andlise interessante também realizada por Santos et al 2008b, foi a

observacdo das células bacterianas por meio da Microscopia eletronica de
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transmissdo, apds a exposicdo aos 6leos de copaiba, em que foi observado alteracdes
na parede celular de bactérias gram positivas, caracterizado pela lise celular com
perda de citoplasma, aglomerados e de volume. Essa é uma observacdo a ser
considerada no presente estudo, onde ao avaliar a presenca de turbidez em algumas
concentragdes da CIM, essas mesmas concentragdes ao serem semeadas na etapa da
CBM, mostraram o ndo crescimento bacteriano, por isso, embora algumas
concentrac¢des da CIM ndo apresentassem turbidez visivel, todas elas foram semeadas
no agar Mueller-Hinton, para uma maior confiabilidade em nossos resultados.

Ao contrario dos resultados do presente estudo, um experimento conduzido
por Parcker e Luz, 2007, no qual foi avaliado a a¢do do 6leo de copaiba sobre algumas
cepas gram positivas e gram negativas, foi observado que o 6leo ndo demostrou
atividade bacteriana sobre S.aureus e E.coli, considerando que a metodologia e as
cepas utilizadas foram diferentes em relagcdo a nossa, além de nao especificar no
estudo qual espécie da Copaifera os autores utilizaram o 6leo, é importante salientar
que questdes como, método de obtencdo do bioativo, espécie, pureza e outras
caracteristicas, podem ser fundamentais no resultado final da andlise.

A atividade antimicrobiana do 6leo de copaiba é atribuida aos componentes
importantes que integram sua estrutura bioquimica, segundo Veiga-Janior & Pinto,
2002, os sesquiterpenos compdem 80% da constituicdo dos 6éleos de copaiba, onde
substancias como a-copaeno, 3-cariofileno, - bisaboleno, o e 3-selineno, a-humuleno
e 0 e y-cadideno, estdo entre os mais encontrados nos estudos de andlise bioquimica
do 6leo. O beta cariofileno, é considerado o principal componente do 6éleo essencial
da C. officinalis, representando até 51% da sua composi¢ao quimica, de acordo com
os dados observados no laudo que acompanhava o bioativo.

Apesar de encontrar na literatura muitos estudos sobre a atividade
antibacteriana de extratos vegetais, a falta de padronizacdao das metodologias que
envolvem Oleos essenciais, ainda dificulta a comparagao dos resultados obtidos por
outros autores. Sabe-se de fato que, o potencial antibacteriano do 6leo de copaiba é
autentico e apresenta efeito antibidtico, seja como atividade bactericida ou
bacteriostatica, dado confirmado por varios autores em seus trabalhos (Baskaran et
al, 2009; Mendonga; Onofre, 2009).

Apesar de ja existir esse conhecimento do efeito antibacteriano do 6leo de
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copaiba, ndo exclui a necessidade de que mais estudos sejam produzidos de forma
mais profunda, com maiores concentragdes e principalmente que a padronizacdo das
metodologias disponiveis seja implementada nos estudos com extratos vegetais, para
uma melhor compreensao da agdo dos 6leos essenciais, resultando na implementacao

pratica do mesmo na antibioticoterapia.

CONCLUSAO

Os achados deste estudo demonstram que o 6leo de copaiba exerce efeito
antimicrobiano relevante frente a S.aureus, evidenciado por uma forte correlagdo
negativa entre concentracdo e crescimento bacteriano, indicando que o aumento da
dose resulta em significativa inibicdo do patégeno. Em contrapartida, para E.coli
observou-se correlacdo negativa moderada, sem significancia estatistica, sugerindo
que as concentracdes avaliadas nao foram suficientes para promover efeito
bactericida consistente.

Essa diferenca de resposta entre bactérias Gram-positivas e Gram-negativas
pode estar associada a barreiras estruturais da parede celular e a permeabilidade
diferencial aos compostos bioativos do 6leo. Considerando o contexto global de
resisténcia antimicrobiana, recomenda-se a ampliacdo da faixa de concentragdes
testadas para E. coli, bem como a avaliacdo de mecanismos de acdo e possiveis
interacdes sinérgicas com antimicrobianos convencionais, visando explorar

plenamente o potencial terapéutico do 6leo de copaiba.
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