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Resumo

Obijetivos: Avaliar in vitro a atividade antibacteriana de um biomodificador dentinario a base do éleo de copaiba.
Metodologia: O teste de atividade antibacteriana foi realizado no periodo de 12 meses, onde a emulsdo foi
armazenada em diferentes ambientes e analisada em 0, 3 e 12 meses. Para tanto, foram utilizados os micro-
organismos Streptococcus mutans e Lactobacillus paracasei. O controle positivo foi o digluconato de clorexidina a
2% e o controle negativo os veiculos da emulsdo: agua destilada, diazolidinil uréa a 0,5% e polisorbato 80 a 1%.
Foram utilizadas microplacas de 96 orificios, de forma que cada pogo possuisse um volume final de 100 pL. Na
microplaca, as colunas foram distribuidas nos nimeros de 1 a 12 e as linhas nas letras “A” até “G”. Nos pogos, a
emulséo foi distribuida nas diferentes concentracfes, além do controle negativo e do controle positivo. Resultados: A
emulsdo apresentou atividade bactericida ou bacteriostética frente a todos 0os microrganismos testados em todas as
concentragdes para 0s microrganismos S. mutans e L. paracasei no tempo zero. Ap6s 12 meses, a formulacdo da
emulsdo a base do 6leo de copaiba permaneceu exercendo atividade bactericida e bacteriostatica nas concentracfes
26,66 nL/mL e 15 uL/mL, respectivamente, frente ao microrganismo S. mutans. O ambiente geladeira apresentou-se
com atividade bacteriostatica, enquanto o ambiente ar condicionado mostrou-se com atividade bactericida frente ao S.
mutans no periodo de 12 meses. Conclusdo: O biomodificador apresentou atividade bactericida e/ou bacteriostatica
em diferentes ambientes por 12 meses, podendo ser armazenada em geladeira.

Palavras-chave: Copaifera; Microbiologia; Fitoterapia; Materiais dentarios.
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Abstract

Objectives: To evaluate in vitro the antibacterial activity of a dentin biomodifier based on copaiba oil. Methodology:
The antibacterial activity test was carried out over a period of 12 months, where the emulsion was stored in different
environments and analysed at 0, 3 and 12 months. For that, the microorganisms Streptococcus mutans and
Lactobacillus paracasei were used. The positive control was 2% chlorhexidine digluconate and the negative control
was the emulsion vehicles: distilled water, 0.5% diazolidinyl urea and 1% polysorbate 80. 96-well microplates were
used, so that each well had a final volume of 100 uL. On the microplate, the columns were distributed in the numbers
from 1 to 12 and the lines in the letters “A” to “G”. In the wells, the emulsion was distributed at different
concentrations, in addition to the negative control and positive control. Results: The emulsion showed bactericidal or
bacteriostatic activity against all microorganisms tested at all concentrations for the microorganisms S. mutans and L.
paracasei at time zero. After 12 months, the emulsion formulation based on copaiba oil continued to exert bactericidal
and bacteriostatic activity at concentrations of 26.66 uL/mL and 15 pL/mL, respectively, against the microorganism S.
mutans. The refrigerator environment showed bacteriostatic activity, while the air conditioning environment showed
bactericidal activity against S. mutans in the period of 12 months. Conclusion: The biomodifier showed bactericidal
and/or bacteriostatic activity in different environments for 12 months, and can be stored in a refrigerator.

Keywords: Copaifera; Microbiology; Phytotherapy; Dental materials.

Resumen

Obijetivos: Evaluar in vitro la actividad antibacteriana de un biomodificador de dentina a base de aceite de copaiba.
Metodologia: La prueba de actividad antibacteriana se realiz6 durante 12 meses, donde la emulsién se almacend en
diferentes ambientes y se analiz6 a los 0, 3 y 12 meses. Para ello se utilizaron los microorganismos Streptococcus
mutans y Lactobacillus paracasei. El control positivo fue digluconato de clorhexidina al 2% y el control negativo
fueron los vehiculos de la emulsion: agua destilada, diazolidinilurea al 0,5% y polisorbato 80 al 1%. Se utilizaron
microplacas de 96 pocillos, de forma que cada pocillo tuviera un volumen final de 100 pL. En la microplaca, las
columnas se distribuyeron en los numeros del 1 al 12 y las lineas en las letras “A” a la “G”. En los pocillos se
distribuyé la emulsion a diferentes concentraciones, ademas del control negativo y el control positivo. Resultados: La
emulsién mostrd actividad bactericida o bacteriostatica contra todos los microorganismos probados a todas las
concentraciones para los microorganismos S. mutans y L. paracasei en el tiempo cero. Después de 12 meses, la
formulacién de la emulsion a base de aceite de copaiba continud ejerciendo actividad bactericida y bacteriostatica a
concentraciones de 26,66 pL/mL y 15 pul/mL, respectivamente, contra el microorganismo S. mutans. El ambiente de
refrigerador mostr6é actividad bacteriostatica, mientras que el ambiente de aire acondicionado mostr6 actividad
bactericida contra S. mutans en el periodo de 12 meses. Conclusién: El biomodificador mostré actividad bactericida
y/o bacteriostatica en diferentes ambientes durante 12 meses, pudiendo almacenarse en refrigeracion.

Palabras clave: Copaifera; Microbiologia; Fitoterapia; Materiales dentales.

1. Introducéo

O 6leo de Copaifera multijulga Hayne possui diversas propriedades bioldgicas como atividade anti-inflamatdria,
cicatrizante, antibacteriana, antiflingica, antinoceptiva e anticancerigena (Veiga-Junior e Pinto, 2002; Leandro et al., 2012;
Bandeira et al., 2016, Tobouti et al., 2017). Esse 6leo é alvo de diversos estudos e possui diversas formas de apresentacéo e
utilizacdo no uso de formulagdes na medicina, perfumaria e cosméticos (Trindade et al., 2018; Diefenbach et al., 2017).

Na Odontologia, h& estudos de sua utilizagdo como gel de limpeza cavitaria (Simdes et al., 2016), cimento
odontoldgico (Vasconcelos et al., 2008; Garrido et al., 2015) e como biomodificador dentinério, desenvolvido para ser
utilizado no processo restaurador, podendo auxiliar na adesdo dos materiais restauradores a estrutura dental, com perspectivas
de prevenir a degradacgéo da interface adesiva, reduzir ou eliminar a infiltracdo marginal (De Bari et al., 2010; Bandeira et al.,
2020; Meira et al., 2020; Araujo et al., 2020; Aradjo et al., 2021, Moura et al., 2021).

Dentre os diversos estudos existentes sobre a copaiba, muitos demonstram evidéncia da eficacia da atividade
bacteriana de seu 6leo (Simdes et al., 2016; Diefenbach et al., 2017; Pereira et al., 2018; Moromi et al., 2018; Valadas et al.,
2019; Moraes et al., 2020; Almeida-Silva et al, 2020). Entretanto, segundo Tobouti et al. (2017), apesar dos beneficios
exercidos, faz-se necesséria a obtengdo de mais dados por meio de pesquisas in vitro, utilizando uma adequada metodologia de
diluicdo, além da realizacdo de estudos clinicos para se obter um produto antimicrobiano eficaz.

Além disso, a realizacdo de testes de estabilidade ao longo do tempo dos fitoterapicos é de suma importancia para

verificar sua qualidade, eficacia e seguranca. A andlise de estabilidade determina o prazo de validade e as condi¢Oes de
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armazenamento (Chen, Hsu e Lee, 2019). O estudo de controle de qualidade de longa duracdo (2 anos) de emulsdes a base do
6leo de copaiba realizado por Lima et al. (2022), com armazenamento em diferentes condi¢des de temperatura e umidade,
demonstrou que o tempo de prateleira é de 12 meses e o local de armazenamento ideal a geladeira.

Desta forma, tendo em vista a necessidade de estudos adicionais para a avaliacdo da atividade antibacteriana por meio
da diluicdo do 6leo de copaiba, este trabalho se propds a realizar a diluicdo do biomodificador a base do éleo de copaiba para
avaliar a atividade antibacteriana da emulsdo (Copaifera multijuga Hayne) nos tempos 0, 6 e 12 meses, em diferentes

ambientes de armazenamento.

2. Metodologia

Este estudo foi realizado no Laboratério de Atividades Bioldgicas de Fitoterapia- LABFITO da Universidade Federal
do Amazonas.

A emulsédo a base do dleo de Copaifera multijuga Hayne foi formulada seguindo as proporc6es propostas por De Bari
et al. (2010). Para a realizacdo do estudo de atividade antibacteriana, a emulsdo foi analisada aos 0, 6 e 12 meses, sendo

armazenada em diferentes condigdes de temperatura e de umidade, de acordo com os ambientes descritos na Tabela 1.

Tabela 1 - Ambientes de armazenamento da emulséo de 6leo de copaiba.

Ambientes Local de Armazenamento Temperatura Umidade
A Estufa 37°C 58%
B Freezer -12°C 10%
Cc Geladeira 8°C 67%
D Temperatura ambiente ao 28,2°C 49%
abrigo de luz
E Ar condicionado 24,2°C 42%
Temperatura ambiente com 25,9°C 52%
exposicdo a luz

Fonte: Proprios autores.

Avaliagdo da atividade antibacteriana das emulsdes do dleo de copaiba

Os micro-organismos fornecidos pelo laboratério do Instituto Nacional de Controle de Qualidade de Salde da
Fundagdo Oswaldo Cruz (INCQS —RJ) foram reativados, seguindo as orienta¢des do INCQS. Os micro-organismos utilizados
foram o Streptococcus mutans (ATCC 25175) e o Lactobacillus paracasei (ATCC 335).

Para a preparacdo do indculo, os micro-organismos foram reativados em Agar De Man Rogosa & Sharpe (Sigma-
Aldrich®, Saint Louis, MO, Estados Unidos) com 10% de sacarose (Synth®, Sao Paulo, SP, Brasil) em tubos de ensaio
10x150mm, incubados a 37°C por 24 horas em microaerofilia para Streptococcus mutans e em aerofilia para o Lactobacillus
paracasei.

Em condicdes assépticas, foram retiradas aliquotas do indculo com o auxilio de uma alga de platina esterilizada de 5
mm de didmetro e inoculadas em 5mL de solucdo salina estéril (Nuclear®, Sdo Paulo, SP, Brasil) em tubos de ensaio
10x150mm de vidro. As suspensdes foram turbilhonadas em Vortex (MARCONI®, MA 162, Sdo Paulo, SP, Brasil), até se
tornarem homogéneas. O indculo foi padronizado pela escala #0,5 de McFarland (PROBAC do Brasil®, Sao Paulo, SP, Brasil)
(SANTOS et al.,2021).
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Concentracéo Inibitéria Minima e Concentracdo Bactericida Minima

A atividade antibacteriana das emulsdes a base de 6éleo-resina da Copaifera multijuga foram determinadas segundo a
metodologia em microdiluicdo proposta por Andrews (2001), adaptada de Sampaio et al. (2009).

As emulsBes-testes foram diluidas na concentragdo de 1:1, com DMSO (Vetec Quimica Fina®, Duque de Caxias, RJ,
Brasil), polisorbato 80 a 1% (Vetec Quimica Fina®, Duque de Caxias, RJ, Brasil) e emulsdo a base de copaiba, formando a
solucdo-mae. O controle positivo foi o digluconato de clorexidina a 2% (Biodinamica®, Ibipord, PR, Brasil) e o controle
negativo os veiculos da emulséo: dgua destilada, diazolidinil uréa a 0,5% e polisorbato 80 a 1%.

Todo o procedimento foi realizado em capela de fluxo laminar (Marconi®, Sdo Paulo, SP, Brasil), com vidrarias,
ponteiras e meios de cultura previamente esterilizados. Foram utilizadas microplacas de 96 orificios (Kasvi® S&o José dos
Pinhais, PR, Brasil) (em forma de “U”), de forma que cada po¢o possuiu um volume final de 100 puL. Na microplaca, as
colunas foram distribuidas nos nimeros de 1 a 12 e as linhas nas letras “A” até o “G”. Nos pogos, a emulsdo foi distribuida de
forma a conter as diferentes concentra¢es da emulséo-teste, controle negativo e controle positivo. O sistema de diluicdo foi

controlado pelo volume da solucdo-mée utilizada, ocupando os pocos 1 a 11 (Tabela 2).

Tabela 2 - Concentragdo da emulsdo em microdiluigdo.

Concentracéo da emulséo (uL/mL)
Pogo 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11

Volume (pL) 80 80 70 60 55 50 45 40 35 30 25

Concentracdo 26,66 26,66 2333 20 1833 16,66 15 1333 1166 10 833
(uL/mL)

Fonte: Proprios autores.

Nos mesmos pogos, foi acrescentado um volume padrdo de indculo (20pL) e para alcancar o volume final de 100uL,

foram preenchidos com diferentes volumes de meio (Tabela 3).

Tabela 3 — VVolume em pL da placa de microdiluicéo.

Volume dos pocos (uL)

Poco 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
Emulséo 80 80 70 60 55 50 45 40 35 30 25 -
Meio 20 - 10 20 25 30 35 40 45 50 55 80

Indculo - 20 20 20 20 20 20 20 20 20 20 20

Fonte: Proprios autores.

A coluna 1 representa a esterilidade da substancia teste (emulsdo + meio sem bactérias). A coluna 12 representa a
viabilidade das bactérias (meio + in6culo sem emulsédo teste). As linhas D, E e F representam os veiculos compositores da
emulsdo (controle negativo) e a linha G, o digluconato de clorexidina a 2% (controle positivo) (Biodindmica®, Ibipord, PR,
Brasil).
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Para cada bactéria, foi utilizada uma microplaca testando as emulsdes a base do dleo de copaiba. A atividade
antibacteriana de cada emulsdo foi testada em triplicata. Apds o preenchimento de todos os pogos, as microplacas foram
seladas com papel parafilme e incubadas a 37°C por 24 horas, em aerofilia para o Lactobacillus paracasei, e em microaerofilia
para o Streptococcus mutans.

Ap6s 0 periodo de incubacdo, foram adicionados aos pogos 30 pL do reagente resazurina (Sigma-Aldrich®, Saint
Louis, MO, Estados Unidos), que foi preparado em solucdo aquosa (0,01%, 10 mg diluida em 100 mL). As placas foram
novamente incubadas por 4 horas. A auséncia de mudanca de cor nos orificios foi interpretada como micro-organismo sensivel
a emulséo testada.

Para a confirmacdo da concentracdo bactericida minima (CBM), retirou-se aliquotas dos pogos das emulsdes da
copaiba, que foram semeadas em meio Agar Brain-Heart-Infusion (Himedia®, Mumbai, india) e incubadas a 37°C em aerofilia
e microaerofilia, de acordo com o micro-organismo testado durante 24 horas para confirmar a presenca de bactérias vidveis,

determinando assim a menor concentracdo capaz de inibir o crescimento dos micro-organismos.

3. Resultados

Para a avaliacdo da atividade antibacteriana da emulsdo de Copaifera multjuga frente as cepas de S. mutans e L.
paracasei, utilizou-se 0 método de microdiluicdo em microplaca. O resultado da atividade antibacteriana da emulsdo de
copaiba frente aos micro-organismos S. mutans e L. paracasei (Concentracdo Inibitéria Minima e Concentracdo Bactericida

Minima) estdo expressas nas tabelas 4, 5,6 e 7.

Tabela 4: Avaliacdo da atividade antibacteriana (Concentracdo Bactericida Minima e Concentracdo Inibitéria Minima) da
emulsdo de copaiba no tempo 0 frente ao S. mutans e L. paracasei.

Concentracéo 26,66 2333 20 18,33 16,66 15 13,33 11,66 10 8,33
(uL/mL)

Atividade BCC BCC BCC BCC BCC BCC BTT BTT BTT BTT
Antibacteriana

BCC: Bactericida/ BTT: Bacteriostatico. Fonte: Prdprios autores.

Tabela 5: Avaliacdo da atividade antibacteriana (Concentragcdo Bactericida Minima e Concentracdo Inibitéria Minima) da
emulséo de copaiba no tempo 6 meses frente ao S. mutans nos diferentes ambientes testados.

Concentracdo 26,66 2333 20 18,33 16,66 15 1333 11,66 10 833
(uL/mL)

Estufa - - - - - - - - - -
Freezer - - - - - - - - - -
Geladeira BTT - - - - - - - - -

Temp. ambiente BCC BTT BTT BTT - - - - - -
(escuro)
Ar condicionado BCC BTT BTT - - - - - - -

Temp. Ambiente BCC BCC BCC BCC BCC BTT BTT - - -
(claro)

BCC:Bactericida/ BTT: Bacteriostatico. Fonte: Proprios autores.
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Tabela 6: Avaliacao da atividade antibacteriana (Concentragcdo Bactericida Minima e Concentragdo Inibitéria Minima) da
emulsdo de copaiba no tempo 6 meses frente ao L. paracasei nos diferentes ambientes testados.
Concentracao 26,66 2333 20 18,33 16,66 15 13,33 11,66 10 8,33

(uL/mL)

Estufa - - - - - - - - - -
Freezer BTT BTT BTT BTT BTT BTT BTT BTT BTT BTT
Geladeira BTT BTT

Temp. ambiente BCC BCC BCC BCC BCC BCC BCC BTT BTT BTT
(escuro)
Ar condicionado - - - - - - - - - -

Temp. Ambiente - - - - - - - - - -
(claro)

BCC: Bactericida/ BTT: Bacteriostatico. Fonte: Prdprios autores.

Tabela 7: Avaliagdo da atividade antibacteriana (Concentragdo Bactericida Minima e Concentracdo Inibitéria Minima) da
emulsdo de copaiba no tempo 12 meses frente ao S. mutans nos diferentes ambientes testados.

Concentracéo 26,66 2333 20 18,33 16,66 15 13,33 11,66 10 8,33
(uL/mL)

Estufa - - - - - - - - - -

Freezer - - - - - - - - - -
Geladeira BTT

Temp. ambiente BTT BTT - - - - - - - -

(escuro)
Ar condicionado BCC BCC BCC BCC BCC BTT BTT BTT BTT BTT

Temp. Ambiente - - - - - - - - - -
(claro)

BCC: Bactericida/ BTT: Bacteriostatico. Fonte: PrGprios autores.

A emulsdo de copaiba no teste de atividade antibacteriana frente ao L. paracasei no tempo de 12 meses ndo

apresentou resultado bactericida nem bacteriostatico.

4. Discusséao

A falta de padronizacdo dos métodos de diluicdo para as pesquisas de atividade antibacteriana do éleo de copaiba
acarreta em resultados incertos; isto ocorre pois 0 objeto do estudo é um 6leo menos denso que a agua, nao podendo ser diluido
diretamente no caldo ja que afeta sua homogeneidade. Um dos métodos mais eficaz para a realizacdo do estudo da atividade
antibacteriana do 0leo de copaiba é através da diluicdo em pocgo, pois garante que todos 0s componentes possuam a mesma
solubilidade, assim como realizado no presente estudo (Tobouti et al., 2017).

Diefenbach et al. (2017), em reviséo sistematica para avaliar a atividade antimicrobiana do 6leo de copaiba contra
patdgenos orais, demonstraram que entre os 84 artigos encontrados, foram selecionados 11, dos quais 3 fazem parte do atual
grupo de pesquisa de fitoterapia da Universidade Federal do Amazonas, confirmando a padronizacdo e a qualidade da
metodologia empregada. Além da copaiba, o grupo também realiza a mesma metodologia para outros bioativos, como uma
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formulagdo a base de Libidibia Ferrea. O sistema de diluicdo em pogos usado para a determinacdo da Concentracao Inibitéria
Minima também foi utilizado no estudo de Souza et al. (2021).

A emulsdo de copaiba, no tempo zero, apresentou atividade bacteriostatica frente ao S. mutans e L. paracasei a
partir da concentragdo de 13,33 pL/mL e bactericida até a concentragdo 15 pL/mL. Ou seja, quanto maior a concentracdo da
emulsdo, mais eficaz se torna o efeito bactericida (26,66 uL/mL até 15 uL/mL), e conforme ocorrem as diluicdes e a reducao
da concentragdo da emulsdo, observa-se o efeito bacteriostatico (13,33 pL/mL até 8,33 pL/mL). O estudo realizado por
Moromi et al. (2018), utilizando o 6leo de copaiba para verificar sua acdo antibacteriana frente ao S.mutans, demonstrou que
este quando utilizado na concentracdo de 100% possui uma maior acdo quando comparada as outras concentracdes testadas,
possuindo um maior efeito até mesmo que a clorexidina, e conforme ocorre a diluigdo do produto ha a diminuigdo da sua acao.
Da mesma forma, Valadas et al. (2019) estudaram a resposta de um verniz contendo copaiba frente ao S.mutans e verificaram
que a concentracdo de 1% foi mais eficaz na reducdo da carga bacteriana, e que conforme ocorre a sua diluicdo, havia a
reduc¢do do nivel de acéo bacteriana, corroborando com o observado em nosso estudo.

O trabalho realizado por Simdes et al. (2016) avaliou in vitro a atividade antibacteriana frente a cepas isoladas do
biofilme dental de um gel a base de dleo de copaiba, tendo sido observada atividade antibacteriana contra todas as bactérias
analisadas. E De Bari et al. (2016) também demonstraram atividade antibacteriana da emulsédo de copaiba contra o S. mutans e
L. paracasei, confirmando os achados desse estudo.

Em todos os periodos de analise, a emulsdo a base de copaiba apresentou atividade bactericida e bacteriostética
contra 0s micro-organismos S.mutans e L.casei. No estudo realizado por Moraes et al. (2020), utilizando o dleo-resina de
copaiba contra bactérias causadoras da carie dentaria e infeccfes endodobnticas, os resultados da Concentracdo Inibitdria
Minima (CIM) e Concentracdo Bactericida Minima (CBM) variaram entre 12,5-100 pg/mL e de 12,5 a > 400 pg/mL,
respectivamente, demonstrando similaridade entre os valores das concentragcBes para a maioria das bactérias analisadas,
apontando que o oleorresina de copaiba exerceu um efeito bactericida, com excecéo das bactérias anaerdbicas, para as quais
apresentou efeito bactericida e bacteriostatico.

Neste estudo, foi realizada a andlise da atividade antibacteriana por 12 meses para verificar se haveria acdes
bactericida/bacteridstica. Outros testes de controle de qualidade para verificar a estabilidade farmacol6gica dessa emulséo
como pH, densidade, organoléptico e presenca de contaminantes no mesmo periodo de tempo, ap6s o0 armazenamento em
diferentes ambientes (estufa, freezer, geladeira, temperatura ambiente ao abrigo de luz, ar condicionado e temperatura
ambiente com exposicdo a luz), demonstraram que o tempo de prateleira da emulséo de copaiba ideal seria de 12 meses e que 0
local de armazenamento sugerido seria a geladeira (Lima et. al, 2022). O atual estudo demonstrou que, em relagdo a atividade
antibacteriana, o ambiente geladeira apresentou-se como bacteriostatica, enquanto o ambiente ar condicionado apresentou-se
com atividade bactericida frente ao S. mutans no periodo de 12 meses.

Como a emulsdo testada é para uso local, como um biomodificador dentinario em cavidade a ser restaurada,
reafirmamos a sugestdo do tempo de prateleira de 12 meses em geladeira, como no estudo de Lima et al. (2022). A completa
eliminagdo de micro-organismos dos tdbulos dentinarios no processo restaurador do dente é extremamente dificil, pois a
invasdo bacteriana ocorre até em dentina saudavel; portanto, basta que a cavidade esteja devidamente selada, impedindo
contato com meio externo para que ndo haja progressao da cérie (Mertz-Fairhurst et al., 1998; Besic, 1943).

A aplicacdo de substancia na interface adesiva ajuda a preservacdo dessa area (Carrilho et al., 2010), pois no
procedimento restaurador dentario, ap6s o condicionamento e a aplicagdo do sistema adesivo na superficie dentinaria, pode
ocorrer a ativagdo das metaloproteinases e este processo afeta diretamente a camada hibrida e a adesdo do material (Breschi et

al., 2010; Saffarpour et al., 2016). Assim, como a referida emulsdo de copaiba possui acdo nas metaloproteinases (Araujo et al.,
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2020), atuando como biomodificador dentinario, sua acdo bacteriostatica se torna suficiente para o processo restaurador, além

de ser um produto estavel fisico-quimicamente (Lima et al., 2022).

5. Concluséao

A emulsdo a base de éleo de copaiba, como biomodicador dentinario, apresentou acdo bactericida e/ou bacteriostatica
em diferentes ambientes por 12 meses, podendo ser armazenada em geladeira. Mas para outras fungdes, que necessitem de

acado bactericida, o produto precisa ser utilizado no tempo zero.
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