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Resumo:

Este trabalho teve como objetivo avaliar atividade bactericida de diferentes Oleo-resinas vegetais
(Styrax Benzoim, Commiphora mirrha, e Boswellia papyrifera) dopadas com 6xidos metéalicos de TiO,
(P25), MoOs e Cu,0. Verificou-se a susceptibilidade in vitro do patégeno bacteriano Gram-negativo
E.coli. O antibiograma foi realizado utilizando o método semi-quantitativo Kirby-Bauer (KB) teste de
difusdo em dagar. Os materiais obtidos foram caracterizados por técnicas de espectrofotometria na
regido ultravioleta visivel e por microscopia eletrdnica de varredura (MEV). Os resultados mostram
gue na maioria dos casos, as composi¢cdes estudadas apresentaram atividade bactericida, inibindo o
crescimento do micro-organismo em questdo, principalmente durante as primeiras 24 horas de ensaio.
Palavras chave: Atividade bactericida, Materiais, Resinas vegetais, Biopolimeros, Oxidos ceramico-
metalicos.

In vitro susceptibility of Escherichia coli in the evaluation of
bactericidal activity of oleoresins with metal oxides

Abstract

This work aimed to evaluate bactericidal activity of vegetable oil-resins (Styrax benzoin, Commiphora
mirrha, and Boswellia papyrifera) with metal oxides TiO,, P25, MoO; e Cu,O. The in vitro
susceptibility of Gram-negative bacteria pathogen E. coli was tested. The antibiogram was performed
using the semi-quantitative method Kirby-Bauer (KB) agar diffusion test. The materials were
characterized by spectrophotometry in the ultraviolet visible (UV-Vis). In addition, the morphology of
the materials was characterized by scanning electron microscopy (SEM). The results show that in most
cases the materials showed bactericidal activity, inhibiting the growth of micro-organism in question,
particularly within the first 24 hours of testing.

Key-words: Bactericidal activity, Materials, Plant resins, Biopolymers, Ceramic-metal oxides.

1. Introducgéo

A historia da medicina e da farmacia é conhecida por usar extratos e 0leo-resinas de plantas
para curar doencas. Estas sdo conhecidas por apresentarem acdo analgésica, antioxidante,
antifungica, antisséptica, antibacteriana, adstringente, sedativa e estimulante entre outras
propriedades terapéuticas (KONG et al., 2014; SHIKOV et al., 2014; SULTANA et al., 2015;
OZDEMIR & ALPINAR, 2015; BAHMANI et al., 2015).
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A demonstragdo da presencga de produtos naturais, tais como terpenos, alcaloides, flavonoides,
cumarinas e outros metabolitos secundarios em planta medicinais proporciona uma validagéo
cientifica para a utilizacdo popular destas plantas (MOHAMED et al., 2014; SU et al., 2011,
CAETANO DA SILVA et al., 2014).

As resinas contém principalmente compostos terpendides com pouco ou nenhum carboidrato
e sdo geralmente insolUveis em agua, ao contrario de gomas que sdo sollveis em &gua e,
predominantemente compostas de inimeros carboidratos (VELMURUGAN et al., 2016).
Estas caracteristicas significam que as resinas desempenham um bom papel como meios de
ligacdo e adesivos (MATHESON & MCCOLLUM, 2014).

Do ponto de vista analitico, a maioria dos estudos presentes na literatura estdo focados na
caracterizagdo de compostos aromaticos do tipo monoligndis que constituem a maior parte
das resinas (LANGENHEIM, 2003; PHILLIPI et al., 2009).

Recentemente, 0 uso de resinas para a sintese mais verde de novos compostos antibacterianos
tem sido amplamente estudado por diversos pesquisadores (DONG et al., 2014; POOJA et al.,
2014; BAJPAI & KUMARI, 2015; Ll et al., 2015; KORA & RASTOGI, 2015).

De fato, a sintese de novos agentes antimicrobianos, vem ganhando maior interesse na
pesquisa académica e também na industria, devido as suas potenciais aplicagoes,
proporcionando qualidade e beneficios seguros para muitos materiais. Contudo, 0s baixos
pesos moleculares dos agentes antimicrobianas sofrem de muitas desvantagens, tais como a
toxicidade para o ambiente e a atividade antimicrobiana de curto prazo (NISHAT et al.,
2010).

Nanoparticulas de metal/ceramica tem demonstrado determinada bioatividade devido a agédo
oligodinamica. A adi¢do de particulas de metais como ouro, prata e titdnio tem sido sugerida
por diversos pesquisadores como eficiente no combate a diversos micro-organismos
patégenos (KONG et al., 2014).

Diferentes compositos foram estudados com o intuito de se obter um material com
propriedades especificas desejadas para aplicacBes biomédicas, normalmente matrizes de
polimero dopadas com particulas de ceramica/vidro tem sido investigadas (WANG, 2003;
VENKATESHAM et al., 2014; SIMPSON et al., 2015).

No entanto, enquanto numerosos materiais tém sido investigados, o material 6timo (ideal)
ainda tem de ser desenvolvido devido a natureza complexa da aplicacdo pretendida
(REZWAN et al., 2006).

A natureza pode combinar minerais frageis e moléculas organicas em compdsitos hibridos
que sdo altamente organizados para alcancar excepcional resisténcia a fratura (MAYER,
2005; MUNCH et al., 2008). Nanoestruturas hibridas com fase organico-inorganica e
materiais sobre a sua base se apresentam como uma classe promissora de avangados materiais
multifuncionais (YUAN & MULLER, 2010; ZIMA et al., 2013).

Tendo isto posto, 0 objetivo desta investigacdo foi estudar a atividade bactericida de resinas
vegetais em estado puro e também dopadas com 6xidos metalicos na tentativa de inibir o
crescimento da bactéria bacilar Gram-negativa Escherichia coli.

2. Materiais e métodos
2.1 Materiais

Para realizacdo deste trabalho, utilizou-se o 4gar Muller-Hilton (Kasvi), a resina de Benjoim
(Styrax benzoin) originalmente proveniente de Singapura, a resina de Mirra (Commiphora
myrrha) proveniente da Somalia, e a resina de Olibano (Boswellia papyrifera) proveniente da
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Etiopia foram adquiridas da Mountain Rose Herbs (Eugene, Oregon, USA). O micro-
organismo Escherichia coli ATCC 8739 foi adquirido através do Laboratério de Controle de
Qualidade e Pesquisa (Curitiba — PR, Brasil) com procedéncia original da American Type
Culture Collection (ATCC, Manassas, VA, EUA).

2.2 Métodos

Os testes in vitro foram realizados usando o método de difusdo semi-quantitativo Kirby-Bauer
(BAUER et al., 1966;. BONEV et al., 2008). Placas com &gar Mueller-Hinton (MHA) foram
usadas para determinar a atividade antimicrobiana das resinas em estado puro e dopadas com
os Oxidos de metal. Oxidos de Titanio (TiO,) - P25, de molibdénio (Mo0Os), e 6xido de cobre
(Cu,0) foram adicionados as resinas a uma concentracdo fixa de 5 % em peso, este valor foi
definido pela sensibilidade dos microorganismos ao antimicrobiano através da concentracdo
inibitéria minima (MIC) (ADREWS, 2001).

Nos testes, 0 meio de agar foi preparado em placas de Petri, em sequéncia furo foram
realizadas para insercao do material a ser testado. Utilizando um swab estéril de transferéncia,
1,5 x 10® UFC / mL de suspensdo contendo microorganismos foram inoculadas no meio de
agar. As placas foram incubadas na estufa bacteriol6gica a 37 °C durante 48 h, com controles
de crescimento realizados a cada 6 horas; a intengdo foi causar a produgdo de biofilme
bacteriano. A eficécia antibacteriana foi medida tendo em conta o halo criado entre o material
e unidades formadoras de col6nias (UFC). Para obter uma contagem mais precisa das células
viaveis, foi utilizado o software ImageJ com o plug-in automatizado para contagem de
colonias (MAROTZ et al., 2001; PUTMAN et al., 2005; SIEWERTS et al., 2008).

A analise de microscopia foi utilizado o microscopio Jeol (JSM-6610LV). Os testes foram
realizados consultando as normas técnicas 1ISO-16700:2004 e ASTM E2809-13.

Foram relaizadas anases de espectroscopia na regido do UV-visivel (Shimadzu IR-Prestige-
21) na faixa espectral de 300nm a 900nm.

Para a analise estatistica do ensaio de antibiograma o contetdo utilizado foi o delineamento
experimental de blocos contextualizado (RODRIGUES & LEMA, 2009; MUCELIN 2006).
Nesta pesquisa o0s blocos séo as 16 amostras (dados brutos) e os tratamentos sdo os 15 tipos
de material bactericida + placa de teste controle ou placa prova (totalizando portantol6
ensaios). Para o tratamento dos dados obtidos, foi utilizado o software de estatistica SASM
Agri-8.1 (CANTERI et al., 2001).

3. Resultados e discussao

A Figura 1, Figura 2, Figura 3 e a Figura 4 apresentam os resultados referentes a realizacdo do
teste antibiograma de difusdo em agar para 0 microorganismo patégeno Gram-negativo
Escherichia coli, utilizando as resinas de S. benzoim (resina B), C. myrrha (resina M) e B.
papyrifera (resina P) em estado puro e também dopadas com Oxidos metalicos de titanio
(TiO; - P25), molibdénio (M0oOs3), e cobre | (Cu,0).

Durante o periodo inicial de 6 horas, as analises foram similares para as composi¢des em
estudo, com excec¢do da resina de S. benzoin dopada com éxido de titénio, a qual apresentou
maior atividade bactericida durante este intervalo de tempo, porém ap6s 12 horas de ensaio
esta apresentou queda na atividade.
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Figura 1 — Antibiograma de E. coli utilizando a resina de S. benzoin em fase pura e também dopada com 6xidos

Durante o periodo de tempo 12 horas, notou-se que a placa sem material bactericida (placa
prova) diferiu significativamente (p=5%) da maioria dos casos, com exce¢do da resina de S.
benzoin dopada com 6xido de molibdénio (B+MoQ3), resina de S. benzoin dopada com 6xido
de cobre | (B+Cu20), resina de B. papyrifera dopada com o6xido de titanio (P+TiO;), B.
papyrifera dopada com éxido de molibdénio (P+Mo0O3), resina de B. papyrifera dopada com
oxido de cobre (P+Cuy0), resina de C. myrrha em estado puro (M pura), e resina de C.
myrrha dopada com éxido de titanio (M+P25).
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Figura 2 — Antibiograma de E. coli utilizando a resina de C. myrrha em fase pura e também dopada com 6xidos

No periodo de tempo de 24 horas, percebeu-se que a placa contendo o microogranismo E.
coli sem adicdo de material bactericida (placa prova) diferiu significativamente (p=5%) da
maioria dos casos, com excegdo da placa contendo a resina de S. benzoin em estado puro (B
pura), resina de S. benzoin contendo Oxido de titanio (B+P25), resina de B. papyfera em
estado puro (P pura), resina de B. papyrifera contendo 6xido de molibdénio (P+Mo0O3), resina
de C. myrrha em estado puro (M pura), e resina de C. myrrha contendo 6xido de molibdénio
(M+Mo003). Estes materiais apresentaram maior atividade bactericida quanto a colonizacédo
inicial e formacdo de biofilme por E. coli.
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Figura 3 — Antibiograma de E.coli utilizando a resina de B. papyrifera em fase pura e também dopada com
oOxidos

Durante as 36 horas iniciais de ensaio, na maioria dos casos a placa prova (sem a presenca de
bacteriostatico) diferiu significativamente das demais placas contendo os materiais em
questdo, com excecdo da resina de B. papyrifera contendo 6xido de titanio (P+P25), resina de
C. myrrha em estado puro (M pura), e resina de C. myrrha contendo Oxido de titanio
(M+P25), indicando, portanto que estes materiais apresentaram menor eficiéncia quanto a
colonizacdo inicial e formacdo de biofilme do micro-organismo neste periodo de tempo. Ja
nas Gltimas 48 horas de ensaio, houve diferenca significativa entre a placa prova e a maioria
dos casos, com uma Unica excecdo da resina de B. papyrifera dopada com 6xido de titanio
(P+P25).

De acordo com os resultados obtidos, pode-se perceber gque na maioria dos casos 0s materiais
apresentaram atividade bactericida, principalmente durante as primeiras 24 horas de ensaio,
portanto inibindo o crescimento e fixacao inicial do microorganismo em questao.
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Figura 4 — Antibiograma de E.coli utilizando as resinas de S. benzoin, C. myrrha e B. papyrifera em estado puro

Segundo Donland & Costerton (2002), em relacdo a formacéo de biofilmes bacterianos, existe
uma primeira adesdo ainda reversivel mantida por interagdes fisico-quimicas ndo especificas
constituindo o alicerce para o crescimento do biofilme. A segunda fase da adesd@o consiste na
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transicdo do estagio reversivel para o irreversivel, neste as bactérias passam a secretar
substancias que serdo responsaveis pela manutencdo da adesdo e da camada que envolve o
biofilme. Ainda nesta fase ha o inicio da formacéo de microcol6nias e do desenvolvimento da
arquitetura do biofilme maduro. A Figura 5 apresenta formacéo de biofilme de E.coli durante
as primeiras 24 horas de ensaio.

Figura 5 — Formacao de biofilme de E. coli sobre placa de Petri contendo resina de B. papyrifera em estado puro

Para Stooley (2002) e Cooley (2014) os biofilmes maduros apresentam estrutura envoltas por
diversas substancias, principalmente agucares, e rodeados por poros e canais de agua que
funcionam como um sistema de troca de nutrientes, oxigénio e metabdlitos que precisam ser
secretados para fora do biofilme.

De acordo com Carter et al., (2016) e Anvarian et al., (2016) ao realizarem um estudo sobre a
fisiologia de E. coli, notaram que a fixacao irreversivel deste microorganismo, se da através
da formacgdo de biofilme, ocorrendo durante as primeiras horas de colonizacdo do
microorganismo. Neste trabalho, a formacdo de biofilme bacteriano também foi percebido
durante as primeiras 24 horas de ensaio, corroborando com a afirmagéo realizadas pelos
autores.

A Figura 6 apresenta os espectrogramas na regidao UV-vis para as amostras das resinas de B.
papyrifera (resina P), C. myrrha (resina M) e S. benzoin (resina B) em estado puro.
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Figura 6 — Espectrograma das amostras de resina de B. papyrifera, C. myrrha e S. Benzoin em estado puro
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De acordo com Kora et al., (2012) o pico identificado entre ~ 350 nm a ~ 420 nm confirma a
presenca da goma de olibano (Boswellia papyrifera). De acordo com Bekana et al., (2014), a
resina de B. papyrifera apresenta diversos diterpenos e tetranortriterpenos.

Rahman et al., (2005) ao realizar a investigacao fitoquimica do extrato da casca e do caule de
B. papyrifera encontrou diversos grupos glicosideos estilbeno e triterpenos, juntamente com
compostos ja conhecidos: acido boswélico, acido beta-elemonico, &cido beta-boswelico, e
beta-sitosterol. Ainda de acordo com o mesmo autor, os glicosideos de estilbeno exibem
significativa inibicdo da fosfodiesterase | e xantina-oxidase. Os triterpenos (3-9) exibiram
atividades inibitdrias da endopeptidase.

As endopeptidases quebram ligacOes peptidicas de aminoacidos, deste modo a producao de
substancias poliméricas extracelulares (SPE) de elevado peso molecular segregadas por E.coli
sdo reduzidas, portanto inibindo seu crescimento.

As SPE’s estabelecem a integridade funcional e estrutural dos biofilmes, sendo consideradas
componentes fundamentais que determinam as propriedades fisico quimicas de um biofilme
(STAUT et al.,, 2004). Em sua maioria, as SPE’s sdo compostas de polissacarideos
extracelulares (PEC) (exopolissacarideos) e proteinas, incluindo outras macromoléculas como
0 DNA, lipidios e substancias humicas (FLEMMING et al., 2000; ULLRICH, 2009).

Os PECs sdo o material de construcdo dos assentamentos bacterianos, para permanecer
ligados a superficie exterior da célula. Estes compostos sdo importantes na formacdo de
biofilme e células de ligacdo a superficies. Os PECs constituem de 50% a 90% de matéria
organica total de um biofilme (DONLAN, 2002; DONLAN & COSTERTON, 2002;
SURESH & MODY, 2009; WELMAN, 2009).

Em relacdo a Figura 6, o pico identificado em torno de 400nm com um pico secundario
proeminente em torno de 480nm prova a presenca do extrato de mirra (EL-SHERBINY et al.,
2013). Assim como este trabalho, outros estudos comprovam a atividade antimicrobiana
presente na Oleo resina e extratos de mirra, principalmente devido a presenca de
monoterpenos e sesquiterpenos (TIPTON et al, 2003, MASSOUD et al, 2004).

De acordo com Shen et al., (2012), os triterpendides sdo os principais constituintes isolados a
partir da resina do género Commiphora enguanto os flavonoides e lignanas comumente
ocorrem nos caules dessa espécie. Para Baser et al., (2003) e Marongiu et al., (2005), a
composicdo quimica dos Oleos essenciais de varias espécies de Commiphora apresentam
principalmente  monoterpenos, sesquiterpenos oxigenados e hidrocarbonetos que
invariavelmente diferem de espécie para espécie.

Ainda de acordo com a Figura 6, o pico proeminente encontrado por volta de 350 nm com
vibracdo molecular estendendo-se até um pico em 450nm confirma a presenca da 6leo resina
de Sryrax benzoin (HOVANEISSIAN et al., 2008)

Conforme Modugno et al., (2006), a maior parte da oleoresina de Benjoim é composta por
acido benzoico, acido cindmico, acido oleandico e terpenos. De acordo com Pauletti et al.,
(2000), diversos compostos presentes na 6leo resina do género Styrax apresentam atividade
antibactericida e antifungica, principalmente devido a presenca de triterpenos e
sesquiterpenos.

Portanto, a presenca de monoterpenos, diterpenos e triterpenos justifica os resultados
apresentados neste trabalho tendo em vista a a¢do bactericida identificada nas placas contendo
as resinas de C. myrrha, S. benzoin e B. papyrifera em estado puro.
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A Figura 7 apresenta os espectrogramas na regido UV-visivel para as amostras de resinas de
B. papyrifera (resina P), C. myrrha (resina M) e S. Benzoin (resina B) dopadas com dxidos de
titanio (TiO; e P25).
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Figura 7 — Espectrograma U.V das amostras das resinas de B. papyrifera, C. myrrha e S. benzoin dopadas com
oxidos de titanio (TiO, — P25)

Em relacdo aos resultados apresentados na Figura 7, conforme Mathew et al., (2012) o
espectro com intensidade em comprimentos de onda > 350 nm € tipico para o dioxido de
titanio (TiOy), e anatase + rdtilo (P25), confirmando os resultados obtidos neste trabalho. A
figura 10 apresenta os espectrogramas na regido U.V-vis para amostras das resinas de B.
papyrifera (resina P), C. myrrha (resina M), e S. benzoin (resina B) contendo éxido de
molibdénio (MoOs3) e cobre (Cu,0).
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Figura 8 — Espectrograma U.V das amostras da resina de B.papyrifera (resina P), C. myrrha (resina M) e S.
benzoin (resina B) contendo 6xidos de molibdénio (MoO3), e cobre (Cu20)

De acordo com a Figura 8, o espectro de UV-Vis com intensidade de comprimentos de onda
(> 300 nm) para espécies tipicas diametrais e/ou oligoméricos, confirma a identificacdo de
MoOs (Thieleman et al., 2011). Na mesma figura, picos distintos sdo observados em torno de
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~ 600 nm devido a formac&o de particulas de cobre (Cu,0), o pico na intensidade de 800 nm
confirma a presenca do Oxido de cobre | (Varughese et al., 2014).

A Figura 9 e a Figura 10 apresentam micrografias da estrutura superficial das resinas de C.
myrrha contendo 6xido de cobre e B. papyrifera contendo 6xido de titanio, respectivamente.

SEl  2.5kV WD10mm SS10 x1,600 10pum  —
UNIFESP Campus Diadema 0000 28 Jul 2016

Figura 9 — Morfologia superficial da amostra resina C. myrrha dopada 6xido de cobre | (Cu20)

De acordo com a Figura 9 pode-se perceber que a incorporacdo dos Oxidos a matriz
polimétrica da resina de C. myrrha ndo foi eficiente, o 6xido de cobre | permaneceu
heterogeneamente disperso sobre sua superficie. A Figura 10 mostra a deposicdo das
particulas de Oxido titanio (P25) sobre a superficie da resina de B. papyrifera, nesse caso a
dispersdo foi mais uniforme, porém da mesma forma o éxido permaneceu superficialmente
agrupado na superficie do material. Pode se perceber também que esta resina apresenta
elevada porosidade.

,-:),_;‘ ; 4 . :
SEl  2.5kV WD10mm  SS10
UNIFESP Campus Diadema

Figura 10 — Morfologia superficial da amostra resina B. papyrifera dopada com éxido de titanio (P25)

4. Concluséo

Na maioria dos casos analisados as resinas de B. papyrifera, C. myrrha e S. benjoin em estado
puro como também contendo os 6xidos de titdnio (TiO2-P25), molibdénio (MoQ3), e cobre
Cu,0) apresentaram atividade bacteriostatica contra o microorganismo patdgeno E. coli,
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inibindo seu crescimento e formacdo de biofilme. A incorporacdo dos 6xidos na matriz
polimérica das resinas ndo apresentou homogeneidade, ficando desordenadamente dispersos
sobre a sua superficie.
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