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Resumo

As plantas medicinais vém sendo utilizadas como alternativa no tratamento de vérias doengas, o dleo da Copaifera officinalis é
indicado para diversos fins farmacolégicos, sendo sua agdo antimicrobiana o alvo do presente estudo. Objetivo: Analisar a atividade
inibitdria e bactericida do dleo frente aos Streptococcus mutans (ATCC 25175) e Staphylococcus aureus (ATCC 25923). Metodologia:
A atividade antimicrobiana do 6leo sobre os microrganismos foi realizada a partir da técnica de microdiluigdo em caldo, por meio da
execugdo das seguintes etapas: preparagdo do indculo, das substancias (6leo da Copaifera officinalis, digluconato de clorexidina e
tween 80), determinagdo da CIM (Concentragdo Inibitéria Minima) e da CBM (Concentragdo Bactericida Minima). Para determinagao
da CIM (considerada a menor concentragdo do dleo capaz de inibir o crescimento bacteriano), foram utilizadas placas de 96 pogos
e inseriu-se 100uL de caldo, 100uL da diluigdo dos dleos essenciais no primeiro pogo e 10uL da suspensdo bacteriana (1,5x10°
microrganismos/ mL). A CBM foi considerada a menor concentragdo do 6leo capaz de matar as bactérias. Resultados: A CIM do
6leo da Copaifera officinalis diante do S. mutans foi 30.000 pug/mL, ndo apresentando sobre esse microrganismo agdo bactericida,
verificada através da CBM. A CIM e a CBM do S. aureus foram 15.000 pug/mL. Conclusdo: O éleo da Copaifera officinalis demostrou
atividade bacteriostatica sobre o S. mutans e S. aureus.

Palavras-chave: Cdrie dentaria. Medicamentos Fitoterapicos. Streptococcus mutans. Staphylococcus aureus.

Abstract

Medicinal plants have been used as alternative for the treatment of various diseases, and Copaifera officinalis oil has been indicated
for various pharmacological purposes, which antimicrobial action is the target of the present study. Objective: To evaluate the
inhibitory and bactericidal activity of Copaifera officinalis oil on Streptococcus mutans (ATCC 25175) and Staphylococcus aureus (ATCC
25923). Methodology: The antimicrobial activity of this oil on microorganisms was evaluated from the technique of microdilution in
broth through the following steps: preparation of inoculums and substances (Copaifera officinalis oil, chlorhexidine gluconate and
tween 80), determination of MIC (Minimum Inhibitory Concentration) and MBC (Minimal Bactericidal Concentration). To determine
MIC (the lowest oil concentration able to inhibit bacterial growth), 96-well plates were used and added of 100uL of broth, 100uL
of essential oil dilution in the first well and 10ul of bacterial suspension (1.5x10° microorganisms / mL). MBC was regarded as the
lowest oil concentration able to kill bacteria. Results: The MIC of Copaifera officinalis oil on S. mutans was 30,000 ug/Ml and has no
bactericidal action on this microorganism, verified by MBC. MIC and MBC of S. aureus were 15,000 ug/Ml. Conclusion: Copaifera
officinalis oil showed bacteriostatic activity on S. mutans and S. aureus.

Keywords: Dental caries. Phytotherapeutics Drugs. Streptococcus mutans.Staphylococcus aureus.

INTRODUCAO

O uso de plantas com fins medicinais é uma pratica
milenar que permanece até os dias atuais. Esse costume
esta inserido na realidade de algumas sociedades, tanto
em paises desenvolvidos como em desenvolvimento,
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em que além de serem usadas em procedimentos alter-
nativos, também s3o empregadas em procedimentos
clinicos, motivo pela qual muitas sdo comercializadas
como medicamentos (COSTA et al., 2009; VEIGA JUNIOR,
PINTO, 2002)

As copaibeiras sdo arvores pertencentes a familia
Leguminosae, subfamilia Caesalpinoideae e género Co-
paifera, possui um total de 72 espécies, onde 16 delas
encontram-se distribuidas exclusivamente nas regides
Sudeste, Centro-Oeste e Amazdnica do Brasil, pais na
qual sdo popularmente conhecidas como copaiba, pau-
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-de-dleo, copaliva e copa. Na América Latina e Africa
Ocidental essas plantas também estdo presentes, porém
com denominagdes diferentes (CASCON, 2004).

A maior concentragdo de principios ativos e uma
maior permeabilidade em relagdo as membranas das
bactérias (em virtude da afinidade lipidica) consistem
em caracteristicas dos dleos essenciais responsdveis por
intensificar a sua capacidade antimicrobiana, de forma a
desempenhar tal fungdo de maneira eficaz. Apds terem
sua entrada facilitada nas células bacterianas, os 6leos
essenciais promovem um desequilibrio eletrolitico e
morte celular (NASCIMENTO et al., 2007)

Atividade antimicrobiana é citada com uma dentre
as varias propriedades terapéuticas atribuidas ao dleo
de Copaifera officinalis (VEIGA JUNIOR, PINTO, 2002). O
Food and Drug Administration, érgao governamental dos
Estados Unidos responsavel pelo controle dos alimentos,
suplementos alimentares e medicamentos, realizou em
1972 testes com voluntdrios que permitiu constatar que o
dleo de Copaifera officinalis ndo causa sensibilidade nem
irritacdo nos individuos, fato que levou a aprovagdo de
sua utilizagdo (VEIGA JUNIOR, PINTO, 2002).

A carie constitui um dos mais prevalentes agravos
bucais, onde microrganismos que atuam conjuntamente
no processo de desgaste do esmalte dentario sdo apon-
tados como principais responsdveis por esse agravo. Os
Estreptococos, principalmente, do grupo mutans sdo con-
siderados seus principais agentes etioldgicos (CARRETTO
et al., 2007). Substancias existentes na saliva aliadas as
particulas que penetram na cavidade bucal dos individuos,
oriundos da alimentagdo, como polimeros bacterianos,
leva a formacdo de uma matriz organica que sera habitada
por varios microrganismos que juntos, levam a formagao
do biofilme dentdrio (SOUZA, GIL, 2001).

O uso de substancias que apresentem como carac-
teristica tanto a possibilidade de ser administrada pelos
individuos por via oral quanto a presenca de agdo inibito-
ria ao crescimento de microrganismos responsaveis pela
formacgédo do biofilme dentario, constitui uma estratégica
terapéutica no combate a cdrie dentdaria (CLARCKE, 2001).
O presente estudo buscou analisar a atuagdo do dleo da
Copaifera officinalis frente ao S. mutans, S. aureus, micror-
ganismos que habitam a cavidade bucal e que podem ser
patogénicos quando associados a uma dieta cariogénica,
uma higienizag¢do bucal inadequada, além de fatores locais
ou sistémicos que promovam certa susceptibilidade do
organismo hospedeiro quanto a colonizagao por bactérias
(SOUZA, GIL, 2001).

A base cientifica utilizada para fundamentar o estu-
do permite acreditar que o 6leo de Copaifera officinalis
realmente possui uma ag¢do antimicrobiana, bactericida
e bacteriostatico, diante de alguns microrganismos pre-
sentes na cavidade bucal, o que, consequentemente,
pode interferir no processo da carie dentaria. Diante do
exposto, o estudo buscou avaliar a agdo bacteriostatica
e bactericida do dleo da Copaifera officinalis sobre as
bactérias S. mutans e S. aureus, através da Concentra-
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¢ao Inibitdria Minima (CIM) e Concentragdo Bactericida
Minima (CBM).

METODOLOGIA

Realizou-se um estudo de abordagem indutiva com
procedimento comparativo estatistico e técnica de do-
cumentacgdo direta em laboratério (LAKATOS, MARCONI,
20009).

A atividade antimicrobiana do 6leo da Copaifera
officinalis (obtido através de compra em farmacia, na
cidade de Manaus-AM) sob os microrganismos Strep-
tococcus mutans ATCC 25175 e Staphylococcus aureus
ATCC 25923. Os microrganismos foram obtidos do Labo-
ratério de Materiais de Referéncia do Instituto Nacional
de Controle de Qualidade em Saude (Fundagdo Oswaldo
Cruz — FIOCRUZ, Rio de Janeiro — RJ, Brasil). A analise foi
realizada através da técnica de microdiluicio em caldo,
por meio da execucdo das seguintes etapas: preparagao
do indculo, preparo das substancias (6leo de Copaifera
officinalis, clorexidina e tween), determinagdo da CIM
(concentracgdo inibitéria minima) bem como da CBM
(concentragdo bactericida minima). A preparagdo dos
inéculos foi realizada a partir da técnica proposta pelo
Comité Nacional de Normas Clinicas Laboratoriais (NCCLS)
em 2005 e os ensaios microbiolégicos foram realizados
no Laboratdrio de Microbiologia Oral, situado no Nucleo
de Medicina Tropical do Centro de Ciéncias e da Saude
da Universidade Federal da Paraiba e no Laboratério de
Microbiologia e Bioquimica de Alimentos, também situada
no Centro de Ciéncias da Saude na Universidade Federal
da Paraiba. Em virtude de o 6leo obtido ser desprovido de
um laudo técnico especifico, foi realizada a pesagem de 1
ml da substancia para obtencdo da densidade, informado
pelo espectrofotémetro o valor de 0,9 g/ml.

Os microrganismos que estavam congelados com
glicerol 20%, em ependorfs, foram semeados (através
de uma alga de inoculagao) sobre placas Petri contendo
meio de cultura MHA (Agar Miiller Hinton HIMEDIA®, S&o
Paulo, Brasil), sendo logo depois de incubadas em estufa
bacteriolégica a 37°C/24hs. Apds as 24h, cerca de 5-10
col6nias isoladas de cada cepa bacteriana em 10 ml de BHI
(Brain Heart Infusion- HIMEDIA®, Sdo Paulo) e incubou-
-se novamente em estufa bacteriolégica a 37°C/18hs
(overnight). O S. mutans foi mantido em microaerofilia,
uma vez que sao microrganismos anaerobios facultativos.
O espectrofotdmetro foi responsavel pela determinagdo
das concentragdes das espécies, trazidas em cubetas
contendo 2 ml do meio de cultura bacteriano. O estado de
absorbancia apresentado determina necessidade ou ndo
de realizar diluigbes nos indculo, devendo sofrer ajustes
quando o estado de absorbancia ndo se encontra no inter-
valo de 0,08-0,1, o que corresponde a uma concentragao
de 1,5x108 UFC/ml. A partir da solugdo com concentragdo
de 1,5 x 10® UFC/mL, foram feitas diluigdes para que no
poc¢o houvesse uma concentragdo de 5 x10° UFC/mL.

Foram preparadas solugBes das seguintes subs-
tancias: 6leo de Copaifera officinalis, digluconato de
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clorexidina 2% e Tween 80. Para determinagdo da CIM
(concentracgdo inibitoria minina) dessas substancias fren-
te 0 S. mutans e o S. aureus foi necessario dilui-la para
gue chegdssemos a uma solugao concentragao de 30.000
ug/mL. O éleo de Copaifera officinalis apresentava-se
antes da etapa de diluicdo a concentra¢do de 550 ug/
mL e o digluconato de clorexidina 2% de 300 pg/mL.
O Tween 80 foi preparado para verificagdo de possivel
atividade antimicrobiana do mesmo (visto que foi utili-
zado como espessante para promover a unido do dleo
com o meio), e o Digluconato de Clorexidina 2% como
controle positivo.

A Concentracdo Inibitdria Minima (CIM) foi deter-
minada a partir da técnica de microdiluigdo em caldo,
proposta pelo Comité Nacional de Clinicas Laboratoriais
(INCCL) em 2005, para tanto, foi utilizando microplacas de
dilui¢do contendo 96 pogos, dispostos em 12 linhas (1 a
12) e 8 colunas (A a H). Foram utilizadas no experimento
duas placas, uma para cada respectivo microrganismo a
ser analisado. As trés primeiras colunas (1, 2 e 3) foram
destinadas ao 6leo de Copaifera officinalis; as 4, 5 e 6 ao
Diclugonato de Clorexidina; a 7 ao Tween 80 e a 8 para o
controle de crescimento e o controle de esterilidade. Em
cada pogo foram adicionados 100 pL de BHI, seguida da
insercdo de 100 pL dos produtos avaliados, apresentando
no pogo inicial uma concentragdo de 30.000 pg/mL. A
dilui¢do seriada em caldo consistiu na retirada de uma
aliquota de 100 pL da cavidade mais concentrada para a
cavidade sucessora, seguindo sucessivamente até o ultimo
poco, de modo que a concentragdo fosse reduzida pela
metade em cada pogo. Possuindo o éleo de Copaifera
officinalis uma concentragdo de 30.000 pg/ml no pogo
inicial (linha 1), 14,6 ug/ml (linha 12) corresponde a con-
centragdo expressa pelo éleo no ultimo pogo (Quadro 1).

Quadro 1 - Dilui¢ées Seriadas do Oleo para a técnica de avalia-
¢do antimicrobiana por microdilui¢Ges.

Pogos Concentragio (ug/Ml)
1- (A B,C) 30.000 pg/Ml
2- (A,B,Q) 15.000 pg/MI
3- (AB,C) 7500 pg/Ml
4- (A,B,Q) 3750 pg/Ml
5- (A,B,C) 1875 pg/Ml
6— (A, B,C) 937.5 pg/Ml
7- (A B,C) 468.7 ug/Ml
8- (A B,C) 234.4 pg/Mi
9- (A, B,CQ) 117.2 pg/Ml
10— (A,B,C) 58.6 ug/Ml
11- (A,B,Q) 29.3 ug/ml
12- (A,B,Q) 14.6 pg/MlI

Por fim, foram adicionados a cada pog¢o 100 pL do
indculo bacteriano a 1 x 10°UFC/mL. Este, quanto colo-
cado no pogo caia pela metade (diluigdo 1:1), ou seja,
sua concentragdo era de 5 x 10° UFC/mL e por consequ-
éncia, as concentragdes das substancias também cairam

pela metade. Apds 18h de incubacdo, determinou-se a
CIM (menor concentragdo capaz de inibir o crescimento
bacteriano), tanto para o éleo da Copaifera officinalis
quanto para a clorexidina. O resultado da CIM foi obtido
visualmente, havendo a aplicagdo do corante Trifenil
Cloreto de Tetrazolio TCT 0,5% para que tal resultado
fosse confirmado. A ndo formacdo de aglomerados de
células (“botdo”) no fundo de cada pogo das placas de
microdiluicdo demonstrava atividade inibitdria do 6leo
da Copaifera officinalis sob os microrganismos.

A Concentracgdo Bactericida Minima (CBM) foi deter-
minada a partir do resultado da CIM, onde subcultivou-se
10 pL do pogo correspondente a CIM e todos os pocos
de concentragGes acima desta em placas de MHA. Apds
24 horas de incubagdo a 372C, foi realizado a leitura das
CBMs, estas foram consideradas as menores concentra-
¢Oes das drogas e misturas, que impediram o crescimento
visivel do subcultivo (POZZATTI, 2007). Os ensaios foram
realizados em triplicata.

RESULTADOS

A atividade antimicrobiana do éleo de Copaifera
officinalis sob os microrganismos Streptococcus mutans
e Staphylococcus aureus, obtidas através da microdiluicdo
em caldo, foram expressas através da CIM e CBM, cujos
resultados estdo descritos na tabela 1.

Tabela 1 - Concentragdo Inibitéria Minima (CIM) e Concetragdo
Bactericida Minima (CBM), em ug/ml, do Oleo de Copaifera
officinalis testado sob as cepas de Streptococcus mutans (ATCC
25175) e Staphylococcus aureus (ATCC 25923).

Cepas CIM CBM
S. mutans 30.000 N&o houve
S. aureus 15.000 15.000

Em relagdo ao S. aureus, o 6leo de Copaifera officinalis
obteve capacidade antimicrobiana quando apresentado
a uma concentrag¢do de 30.000 pg/mL e 15.000 pg/mL,
demonstrando também potencial inibitério sob 0 S. mu-
tans, na concentragdo de 30.000 pg/mL.

Além da acdo inibitdria, o 6leo de Copaifera officinalis
também demostrou apresentar capacidade bactericida,
condi¢do que foi possivel de ser verificado através da sua
acdo diante do S. aureus, sob as concentragdes de 30.000
pg/mLe 15.000 pg/mL, correspondendo a CBM, o Gltimo
valor. Diferente do ocorrido com a S. aureus, o dleo de
Copaifera officinalis ndo apresentou efeito bactericida
sob o S. mutans.

Em relagdo ao digluconato de Clorexidina 2%, obteve-
-se valores semelhantes para CIM e CBM sobre 0 S. mutans
com valores de 234,4 ug/mle o S. aureus, com 117,9 ug/
ml. Nos pogos de Tween 80 foi verificado crescimento
bacteriano.
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DISCUSSAO

Os dados da pesquisa demonstraram a eficacia anti-
microbiana do dleo de Copaifera officinalis frente as duas
bactérias patogénicas analisadas, atividade que variou
mediante as diferentes concentragGes do d6leo, obtendo
valores distintos da CIM (concentragao inibitdria minima),
bem como resultados antagonicos quanto a efetividade
bactericida do dleo de Copaifera officinalis sob os dois
microrganismos estudados.

Apesar de ter sido verificado valores distintos das
CIM para os microrganismos em questdo, tanto para o
S. mutans quanto para o S. aureus, o 6leo de Copaifera
officinalis apresentou positividade quanto a capacidade
inibitdria, resultado que diferiu durante a andlise da outra
varidvel do estudo (atividade bactericida), mostrando-se
atuante apenas sob uma das bactérias, a S. aureus. O éleo
de Copaifera officinalis apresenta em sua composi¢do
principios ativos que ao atuar sobre a bactéria é capaz
de promover efeito antimicrobiano. Sesquiterpenos e
diterpenos acidos sdo citados como possiveis substancias
capazes de desempenhar fungao bactericida e bacterios-
tatica, no entanto, a literatura ainda ndo fornece uma
posicdo definitiva quanto os principios ativos responsaveis
por produzir tal papel (RODRIGUES et al., 2013). Em um
estudo realizado por Souza et al. (2011), o acido copdlico
é apontado como uma substancia constituinte do éleo
que promove efeito bacteriostatico.

A atividade antimicrobiana do éleo de Copaifera
officinalis sobre o S. aureus foi realizada no estudo de
Mendonga e Onofre (2009), embora tenha sido utilizada
uma metodologia distinta a do presente estudo (por meio
da técnica de difusdo em agar em meio Miiller Hinton),
ambas as pesquisas demostraram eficacia inibitdria do
dleo de Copaifera officinalis sob a bactéria analisada. A
CIM do éleo de Copaifera officinalis sobre o S. aureus foi
de 3,12 %. Packer e Luz (2007) ao utilizar a metodologia de
placa em agar com orificio MAPO (Fio Cruz/INCQS, 1992)
para verificagdo da agdo bacteriostatica e fungicida de
varios Oleos (dentre eles o de Copaifera officinalis) sobre
as cepas Staphylococcus aureus (ATCC 6538), Escherichia
coli (ATCC 8739), Pseudomonas aeruginosa (ATCC 9027) e
Candida albicans (ATCC 10231), obteve resultado negativo
guanto a atividade inibitdria (bacteriostatica) do dleo de
Copaifera officinalis sob S. aureus, porém o método foi
diferente do abordado nessa pesquisa, a qual utilizou o
da microdiluicdo em caldo.

Pieri et al. (2012) ao analisar a atividade antimicrobiana
do dleo de Copaifera officinalis sob 0 S. mutans, por meio
da técnica de diluicdo em caldo, oferece resultados que
podem ser comparados com os encontrados no presente
estudo (o qual utilizou a mesma metodologia). Em ambas
as pesquisas o 6leo de Copaifera officinalis ndo demonstrou
acao bactericida sobre o microrganismo em questdo. A cepa
padrao de S. mutans ATCC 25175 apresentou no estudo de
Pierri et al. (2012) uma CIM de 0,78 pL/mL.

A auséncia de um método padronizado que permita
mensurar a atividade antimicrobiana dos dleos essen-
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ciais dificulta uma comparacdo direta entre os achados
da literatura. Mencionar a padronizagdo da linhagem, a
utilizagdo de controle positivo, o uso de emulsificador, o
tempo de exposi¢cdo do microrganismo ao 6leo, meio de
cultura utilizado, densidade do 6leo e do emulsificador
sdo fatores frequentemente negligenciados, contribuin-
do tanto para intensificar o obstaculo em confrontar
resultados dos estudos, como proporcionar a ocorréncia
de desvio nos resultados (NASCIMENTO et al., 2007).
O presente estudo utilizou-se de técnicas baseadas na
literatura, agindo de forma a evitar o surgimento de viés.

Oferecer resultados quantitativos além de ndo ser
influenciado pela velocidade de crescimento dos micror-
ganismos sdo vantagens apresentadas pelo método de
microdiluicdo seriada em caldo frente a metodologia
de difusdo de disco. Em busca de obter resultados mais
seguros, utilizou-se a técnica de microdiluicdo em caldo
(orientado pelo NCCLS), oferecendo uma maior confia-
bilidade ao estudo em virtude do método apresentar
vantagens como sensibilidade e quantidade minima de
reagentes, o que facilita um maior numero de réplicas.
No método da microdilui¢cdo as substancias sao solubili-
zadas, ocorrendo um maior contato do 6leo com as célu-
las bacterianas, o que torna o método mais sensivel para
a determinacdo da CIM, minimizando a inconsisténcia
dos resultados (SCORZONI et al., 2007). A utilizagdo do
controle positivo (diclugonato de clorexidina), controle
de crescimento e de controle de esterilidade colabora
para redugao do viés metodoldgico, proporcionando
uma maior confiabilidade nos resultados apresentados
(CASTRO, LIMA, 2010).

Apesar de poucos relatos encontrados, os resultados
obtidos nessa pesquisa corroboram com os achados na
literatura, demostrando a atividade inibitoria do dleo
da Copaifera officinalis sob o crescimento de microrga-
nismos cariogénicos. O presente estudo contribui tanto
para a ampliagdo do nimero de documentos referentes
a atuacdo benéfica do dleo frente ao organismo huma-
no, como serve de embasamento para pesquisas que
visam a criagdo de um produto odontolégico a base
de substancias naturais que oferegam uma estratégica
terapéutica com aplicabilidade na almejada prevencgao
da carie dentdria.

Diante das limitagdes dessa pesquisa, novos estudos
e testes devem ser realizados, tanto com biofilmes de
cepas de S. mutans e do S. aureus, como também sob
outras bactérias cariogénicas, a fim de promover uma
melhor avaliagdo. Verificar os possiveis efeitos colaterais
do uso do dleo de Copaifera officinalis em longo prazo
é uma informacdo crucial para que possa desenvolver
um produto odontolégico, constituindo esse fator jun-
tamente com o teste da concentragdo ideal do éleo, em
perspectivas dos futuros estudos.

CONCLUSAO
Sob as condig¢des deste estudo in vitro, pode-se con-
cluir que o 6leo da Copaifera officinalis apresentou agao
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antimicrobiana diante de todas as bactérias empregadas
nessa pesquisa, sendo bacteriostatico tanto sobre o S.
mutans quanto sobre 0 S. aureus, porém com agdo bac-
tericida apenas sobre o0 S. aureus.

Tais resultados permitiram mostrar aimportancia de
desenvolver avaliagdes de produtos com extratos vegetais
que podem vir a servir como alternativa para a criagdo
de produtos de uso odontoldgico com boa efetividade e
menor custo.
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