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RESUMO: Os produtos naturais continuam a representar uma fonte relevante de compostos bioativos
com potencial terapéutico, especialmente frente ao aumento global da resisténcia bacteriana aos
antibidticos convencionais. Nesse contexto, metodologias confidveis, reprodutiveis e padronizadas para
avaliacdo da atividade antibacteriana sdo essenciais para a prospecc¢do, validagdo e comparacio de
resultados obtidos com extratos, fracdes e compostos isolados de origem natural. Este artigo de reviso
aborda criticamente e de forma ampliada as principais metodologias in vitro e in vivo empregadas na
avaliacdo da atividade antibacteriana de produtos naturais, incluindo ensaios de difusdo, métodos de
diluicdo, testes de viabilidade celular, andlises mecanisticas, estudos de modula¢io da atividade
antibidtica e modelos alternativos in vivo. So discutidas vantagens, limitagdes, critérios experimentais
e aplicacdes de cada abordagem, bem como perspectivas para padronizacio e integragio metodoldgica
em pesquisas futuras.
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ABSTRACT: Natural products continue to represent a relevant source of bioactive compounds with
therapeutic potential, especially given the global increase in bacterial resistance to special antibiotics. In
this context, reliable, reproducible and standardized methodologies for evaluating antibacterial activity
are essential for prospecting, validating and comparing results obtained with extracts, fractions and
isolated compounds of natural origin. This review article critically and extensively addresses the main
in vitro and in vivo methodologies used to evaluate the antibacterial activity of natural products,
including diffusion assays, dilution methods, cellular prediction tests, mechanistic analyses, antibiotic
activity modulation studies and alternative in vivo models. Advantages, limitations, experimental
criteria and applications of each approach are discussed, as well as perspectives for standardization and
methodological integration in future research.
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RESUMEN: Los productos naturales contintian representando una fuente relevante de compuestos
bioactivos con potencial terapéutico, especialmente ante el aumento global de la resistencia bacteriana a
antibidticos de uso clinico. En este contexto, las metodologias fiables, reproducibles y estandarizadas
para la evaluacién de la actividad antibacteriana son esenciales para la prospeccién, validacién y
comparacién de los resultados obtenidos con extractos, fracciones y compuestos aislados de origen
natural. Este articulo de revisién aborda de manera critica y exhaustiva las principales metodologias in
vitro e in vivo utilizadas para evaluar la actividad antibacteriana de productos naturales, incluyendo
ensayos de difusién, métodos de dilucién, pruebas de prediccién celular, anélisis mecanisticos, estudios
de modulacién de la actividad antibiética y modelos alternativos in vivo. Se discuten las ventajas,
limitaciones, criterios experimentales y aplicaciones de cada enfoque, asi como las perspectivas para la
estandarizacién y la integracién metodoldgica en futuras investigaciones.
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1. INTRODUCAO

A resisténcia bacteriana aos antibidticos constitui um problema critico de satde ptblica
em escala global, sendo reconhecida pela Organiza¢io Mundial da Satde como uma das
principais ameagas a efetividade dos tratamentos antimicrobianos. O uso indiscriminado de
antibidticos, associado a capacidade adaptativa dos microrganismos, tem favorecido o
surgimento e a disseminac¢io de cepas multirresistentes, limitando drasticamente as opgdes
terapéuticas disponiveis (Gamboa et al., 2022). Nesse cenirio, a busca por novas moléculas
antibacterianas tem sido intensificada, e os produtos naturais emergem como uma das mais
promissoras fontes de diversidade quimica. Historicamente, uma parcela significativa dos
antibidticos utilizados na prética clinica, como -lactimicos, aminoglicosideos e macrolideos,
teve origem direta ou indireta em metabdlitos naturais. Além disso, extratos vegetais, 6leos
essenciais, compostos fendlicos, alcaloides, terpenos e metabdlitos microbianos tém
demonstrado atividades antibacterianas relevantes, tanto de forma isolada quanto em
associagio com antibiéticos convencionais (De pinho et al., 2024).

Entretanto, a complexidade quimica inerente aos produtos naturais impde desafios
metodolégicos significativos. A variabilidade na composi¢cio dos extratos, influenciada por
fatores como origem geografica, condi¢des ambientais, método de extragio e solvente utilizado,
pode comprometer a reprodutibilidade e a comparabilidade dos resultados. Assim, a selegio
criteriosa e a correta aplicacdo das metodologias de avaliagdo antibacteriana tornam-se etapas
cruciais para a validagdo cientifica desses produtos (Lima et al., 2022).

A avaliagio da atividade antibacteriana de produtos naturais envolve uma ampla gama
de abordagens experimentais, que vio desde ensaios qualitativos de triagem inicial até métodos
quantitativos e estudos mecanisticos aprofundados. Além disso, modelos in vivo e sistemas
alternativos tém sido progressivamente incorporados, visando uma melhor correlagio entre os
resultados in vitro e a eficicia biolégica em organismos complexos (Abrantes, 2022). Diante
disso, estd revisio tem como objetivo apresentar e discutir de forma aprofundada as principais
metodologias empregadas na avaliacdo da atividade antibacteriana de produtos naturais,
destacando seus fundamentos, aplicacdes, vantagens e limitacdes contribuindo para o

delineamento de estratégias experimentais mais robustas e reprodutiveis.
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2. METODOLOGIA

O presente estudo consiste em uma revisio narrativa e integrativa da literatura
cientifica, de caréter qualitativo, cujo objetivo foi compilar e analisar criticamente as principais
metodologias aplicadas na avaliagdo da atividade antibacteriana de produtos naturais. A revisio
foi conduzida com base em recomendagdes gerais para estudos de revisio na 4rea biomédica,
visando garantir abrangéncia temitica, rigor metodolégico e reprodutibilidade.

A busca bibliogrifica foi realizada de maneira sistemditica nas bases de dados Google
académico, PubMed/MEDLINE, Web of Science, Scopus, ScienceDirect e SciELO,
selecionadas por sua relevincia e ampla cobertura de periddicos nas 4reas de microbiologia,
farmacologia, produtos naturais e ciéncias da satide. As estratégias de busca foram elaboradas a
partir da combinacio de descritores controlados e termos livres, utilizando operadores
booleanos (AND e OR). Entre os principais termos empregados destacam-se “produtos
naturais”, “extratos vegetais”, “metabdlitos secundirios”, associados a “atividade
antibacteriana”, “atividade antimicrobiana”, “ensaios antibacterianos”, “métodos
antimicrobianos”, bem como descritores especificos relacionados as metodologias, como
“concentracio inibitéria minima (CIM)”, “mecanismo de a¢io” e “inibi¢io de bombas de
efluxo”. As buscas foram realizadas predominantemente no idioma inglés e, quando pertinente,
termos equivalentes em portugués e espanhol foram utilizados, especialmente para a base
SciELO.

Foram considerados estudos publicados no periodo compreendido entre 2015 e 2025, de
modo a contemplar tanto metodologias cldssicas amplamente consolidadas quanto abordagens
mais recentes utilizadas na avaliagio da atividade antibacteriana de produtos naturais. Os
critérios de inclusdo abrangeram artigos originais e revisdes publicados em periédicos revisados
por pares, que descrevessem de forma clara metodologias in vitro e/ou in vivo aplicadas a
avaliagdo antibacteriana de extratos, fra¢des ou compostos isolados de origem natural, com
disponibilidade do texto completo. Foram excluidos resumos de congressos, editoriais, cartas
ao editor, estudos voltados exclusivamente 2 atividade antifiingica, antiviral ou antiparasitaria,
trabalhos com descri¢io metodolédgica insuficiente, artigos duplicados entre as bases de dados e
publicacGes provenientes de periédicos sem revisio por pares ou de cariter predatério.

O processo de selecio dos estudos foi realizado em etapas sequenciais, incluindo a leitura
dos titulos, seguida da anilise dos resumos e, posteriormente, da leitura integral dos textos

potencialmente elegiveis. Em todas as etapas, os critérios de inclusio e exclusio previamente
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estabelecidos foram rigorosamente aplicados. Apés a selegio final, procedeu-se a extracdo das
informacdes relevantes, incluindo as metodologias antibacterianas empregadas, os principais
parimetros experimentais adotados e aplicacdes de cada abordagem metodoldgica descrita.

A anilise dos estudos incluidos foi conduzida de forma qualitativa e comparativa, com
énfase na robustez experimental, na adequacgdo metodoldgica e na aplicabilidade das técnicas
para a prospecgio de agentes antibacterianos de origem natural. Devido 4 heterogeneidade dos
delineamentos experimentais, dos modelos biolégicos e dos parimetros avaliados, nio foi
realizada meta-anilise quantitativa. Por se tratar exclusivamente de uma revisdo bibliografica,
o estudo nio envolveu experimentacio com seres humanos ou animais, nio sendo necessdria a

submissdo a comité de ética em pesquisa.

3. DESENVOLVIMENTO
3.1 Determinacio da Concentracio Inibitéria Minima (CIM)

A técnica de microdilui¢io em caldo é um método quantitativo amplamente utilizado
em microbiologia para a avaliagio da atividade antimicrobiana de compostos quimicos,
firmacos ou extratos naturais frente a diferentes microrganismos. Esse método permite a
determinagio da Concentracio Inibitéria Minima (CIM), definida como a menor concentragio
do agente testado capaz de inibir visivelmente o crescimento bacteriano apés um periodo
padronizado de incubagdo. O ensaio é realizado, geralmente, em placas de microtitulagio de 96
pocos, utilizando como meio de cultura o caldo Mueller-Hinton, por apresentar composi¢io
adequada e reprodutibilidade para testes de sensibilidade antimicrobiana (CLSI, 2025).

Inicialmente, a cepa bacteriana é cultivada em meio sélido por 18 a 24 horas, e colénias
isoladas sio suspensas em solugio salina estéril até que a turbidez seja ajustada ao padrio o,5 da
escala de McFarland, correspondente a aproximadamente 1-2 x 10® unidades formadoras de
colénia por mililitro (UFC/mL). Em seguida, essa suspensdo ¢ diluida em caldo de cultura de
modo a se obter uma concentragio final de cerca de 5 x 10° UFC/mL em cada pogo da placa.
Paralelamente, o agente antimicrobiano é preparado em uma solu¢io estoque e submetido a
dilui¢des seriadas em razdo 1:2 no préprio caldo de cultura, resultando em uma faixa de
concentragdes previamente estabelecida. Cada pogo recebe o volume correspondente do meio,
do antimicrobiano e do inéculo bacteriano (CLSI, 2025).

O ensaio deve incluir controles adequados, como o controle de crescimento, contendo

apenas o meio e a bactéria, o controle de esterilidade, composto somente pelo meio de cultura,
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e, quando necessario, o controle do solvente utilizado na solubilizagio do composto. Apéds o
preparo, as placas sdo incubadas a 35-37 °C por um periodo de 18 a 24 horas. A leitura dos
resultados pode ser realizada por inspecio visual da turvacio do meio, por métodos
espectrofotométricos ou com o auxilio de indicadores de viabilidade celular, como a resazurina.
A CIM é determinada como a menor concentracio do agente testado na qual nio se observa
crescimento bacteriano visivel (CLSI, 2025).

O modo de leitura mais tradicional é a avaliagdo visual da turvacdo do meio, na qual a
CIM é determinada como a menor concentragio do antimicrobiano em que o caldo permanece
limpido quando comparado ao controle de crescimento. Esse método baseia-se na observagio
direta da auséncia de turbidez, indicativa de inibi¢do do crescimento bacteriano, sendo
amplamente utilizado por sua simplicidade, embora esteja sujeito a certa subjetividade do
observador, especialmente em situa¢es de crescimento fraco ou precipitagio do composto
testado. Outra forma de leitura bastante empregada é a leitura espectrofotométrica, realizada
por meio de leitores de microplacas, geralmente em comprimentos de onda entre 570 e 600 nm
(De Souza et al., 2025).

Nesse caso, a densidade éptica de cada pogo é medida, permitindo a quantificagio
indireta do crescimento bacteriano. A CIM ¢ definida como a menor concentracdo capaz de
reduzir significativamente a densidade éptica em relagio ao controle de crescimento, podendo-
se adotar critérios como auséncia de aumento de absorbincia ou redugdo superior a 9o%. Esse
método apresenta maior reprodutibilidade e objetividade quando comparado a leitura visual,
sendo particularmente 1til em estudos comparativos e ensaios com grande niimero de amostras
(Da Luz Ferreira et al., 2022).

Adicionalmente, a leitura da CIM pode ser realizada com o auxilio de indicadores redox
de viabilidade celular, como a resazurina, o TTC (cloreto de trifeniltetrazélio) ou o INT
(iodonitrotetrazélio). A resazurina, por exemplo, é um corante azul n3o fluorescente que,
quando reduzido por células metabolicamente ativas, é convertido em resorufina, de coloragio
rosa. Nesse método, apés o periodo de incubagio inicial, o indicador é adicionado aos pogos e a
placa é reincubada por um curto intervalo de tempo. A CIM ¢ entio definida como a menor
concentragio do antimicrobiano na qual n3o ocorre mudanca de cor, indicando auséncia de
atividade metabélica bacteriana (Bezerra et al., 2022).

Esse tipo de leitura é altamente sensivel e facilita a visualizagdo dos resultados, sendo
especialmente atil em ensaios com crescimento bacteriano discreto ou com compostos que

interferem na turbidez do meio. Em alguns protocolos, a leitura pode ainda ser complementada
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por métodos fluorimétricos, baseados na deteccio da fluorescéncia emitida por indicadores
metabdlicos, o que aumenta ainda mais a sensibilidade do ensaio. Independentemente do
método adotado, é fundamental que o critério de definicio da CIM seja claramente descrito,
garantindo a reprodutibilidade e a comparabilidade dos resultados. A anélise conjunta dos
valores de CIM e CBM permite a classificagdo do perfil de acdo do agente testado (Santos et al.,

2023).

3.2 Concentragio Bactericida Minima (CBM)

A partir do ensaio de microdilui¢io em caldo, é possivel determinar a Concentragio
Bactericida Minima (CBM), que corresponde & menor concentragio do antimicrobiano capaz
de promover a morte de pelo menos 99,9% da populacdo bacteriana inicial. Para isso, aliquotas
dos pocos que ndo apresentaram crescimento visivel, geralmente aqueles correspondentes a
CIM e as concentragdes superiores, sio semeadas em meio sélido livre de antimicrobiano, como
o 4gar Mueller-Hinton, e incubadas novamente por 24 horas a 35-37 °C. Apds esse periodo,
avalia-se a presenca ou auséncia de crescimento bacteriano. A CBM ¢ definida como a menor
concentragio na qual nio ocorre crescimento de coldénias vidveis no meio sélido, indicando
efeito bactericida do composto (De Sousa et al., 2022).

A comparagio entre os valores de CIM e CBM permite classificar o perfil de acdo do
agente testado. Quando a CBM ¢ igual ou até duas vezes maior que a CIM, o composto é
considerado bactericida; quando a CBM ¢ significativamente maior, geralmente quatro vezes
ou mais em relacio 3 CIM, o efeito é classificado como bacteriostatico. Dessa forma, a técnica
de microdilui¢io em caldo associada a determinagio da CBM constitui uma ferramenta
essencial para a caracterizacdo da atividade antimicrobiana e para estudos comparativos e
mecanisticos envolvendo novos agentes ou estratégias de modulacio da atividade de

antibiéticos (De souza et al., 2023).

3.3 Atividade potencializadora da acdo dos antibiéticos

A técnica de potencializacio da agio de antibidticos baseia-se na investigacio da
capacidade de um composto, isoladamente pouco ou nio ativo contra determinada bactéria, em
restaurar ou aumentar a eficicia de um antibiético frente a cepas resistentes. O principio
fundamental desse método consiste na comparagdo da concentragdo inibitéria minima (CIM)
do antibidtico testado isoladamente com a CIM obtida na presenca de uma concentragio

subinibitéria fixa do composto modulador, geralmente correspondente a uma fragio da CIM
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previamente determinada, como CIM/8 ou CIM/4. A escolha de concentragdes subinibitérias
é essencial para garantir que qualquer reducgio observada na CIM do antibiético seja atribuida
4 modula¢io de mecanismos de resisténcia bacteriana, e ndo a um efeito antimicrobiano direto
do composto avaliado (Rosa, 2024).

Experimentalmente, a técnica é conduzida por meio do método de microdiluicio em
caldo, utilizando placas de 96 pocos, meio de cultura apropriado e inéculo bacteriano
padronizado, geralmente em torno de 10° UFC/mL. Apés incubagio, a inibi¢do do crescimento
bacteriano é avaliada por leitura visual ou por meio de indicadores metabdlicos, como a
resazurina. A reducdo significativa da CIM do antibiético na presenca do modulador,
especialmente redugdes iguais ou superiores a quatro vezes, é interpretada como um indicativo
de potencializagdo relevante da atividade antibacteriana (Rosa, 2024).

A aplicagio de controles positivos é um aspecto central dessa técnica, pois permite
correlacionar a redugio da CIM observada com a inibicio de mecanismos especificos de
resisténcia. No estudo de resisténcia mediada por bombas de efluxo, por exemplo, compostos
reconhecidos como inibidores desses sistemas sio empregados como controles positivos,
destacando-se a clorpromazina, a reserpina e o carbonil cianeto m-clorofenil hidrazona. Nesses
ensaios, o antibidtico é testado em associacio com uma concentra¢do subinibitéria do inibidor
de efluxo, e a diminui¢io da CIM confirma que o firmaco é substrato das bombas ativas na
cepa avaliada. O efeito do composto teste pode entdo ser comparado diretamente ao efeito do
controle positivo, permitindo inferir se ambos atuam por mecanismos semelhantes (Rosa,
2024).

De modo anilogo, quando a resisténcia estd associada i baixa permeabilidade da
membrana bacteriana, controles positivos como o EDTA (4cido etilenodiamino tetra-acético),
que atua como quelante de {fons divalentes em bactérias Gram-negativas, ou a polimixina B em
concentragdes subinibitérias, sio utilizados para aumentar a permeabilidade da membrana
externa. A redu¢io da CIM do antibidtico nessas condicdes sugere que a dificuldade de entrada
do firmaco contribui para o fenétipo de resisténcia. Caso o composto avaliado reproduza um
efeito comparivel ao do controle positivo, infere-se sua atuagdo na modulacio da
permeabilidade celular (De Albuquerque et al., 2022).

No contexto da resisténcia mediada por enzimas inativadoras, como as B-lactamases, o
uso de inibidores cldssicos, como sulbactam ou 4cido clavuldnico, constitui um controle positivo
indispensdvel. A diminui¢io da CIM de [-lactimicos na presenga desses inibidores confirma a

atividade enzimdtica como principal mecanismo de resisténcia da cepa. Assim, a observagio de
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efeito semelhante promovido por um composto teste indica um possivel papel na inibi¢io
enzimdtica ou na prote¢do do antibiético contra a degradagio (Viana et al., 2023).

A interpretacido integrada dos resultados obtidos com antibidticos isolados, associacdes
com controles positivos e associacdes com os compostos avaliados permite nio apenas
identificar a ocorréncia de potencializa¢io da atividade antibacteriana, mas também inferir, de
forma indireta, os mecanismos de resisténcia envolvidos. Quando a redu¢io da CIM promovida
pelo composto teste se assemelha aquela observada com um controle positivo especifico,
fortalece-se a hipdtese de que ambos compartilham um mecanismo de a¢io relacionado. Por
outro lado, a auséncia de modulagio mesmo na presenca de controles positivos pode indicar
mecanismos alternativos de resisténcia, como alteracdes no alvo molecular, que demandam

abordagens complementares para sua elucidagdo (Gongalves, 2019).

3.4 Checkerboard (Tabuleiro de Xadrez)

A técnica de checkerboard, por sua vez, é uma extensio do método de microdilui¢io em
caldo e tem como objetivo avaliar a interacdo entre dois agentes antimicrobianos quando
utilizados em combinagio. Esse ensaio é particularmente relevante em estudos de modulagio
da resisténcia bacteriana, pois permite verificar se a associagdo de compostos resulta em efeito
sinérgico, aditivo, indiferente ou antagonista. O método consiste na distribui¢do de dilui¢Ses
seriadas de dois firmacos em uma placa de microtitulagdo de 96 pogos, de forma bidimensional,
criando um “tabuleiro” no qual cada pogo contém uma combinacio especifica de concentracdes
dos dois agentes testados (Silva et al., 2022).

Apébs a adicdo de uma suspensio bacteriana padronizada e incubagio, o crescimento
microbiano é avaliado visualmente ou por meio de indicadores metabélicos, como a resazurina.
A partir desses dados, determinam-se as MICs dos compostos isolados e em combinagio,
possibilitando o cilculo do Indice de Concentracdo Inibitéria Fracionada (FICI). Esse indice
expressa quantitativamente o tipo de interagio entre os firmacos, sendo valores iguais ou
inferiores a o,5 indicativos de sinergismo, valores entre 0,5 e 1,0 associados a efeito aditivo,
valores entre 1,0 e 4,0 considerados indiferentes e valores superiores a 4,0 caracterizados como

antagonismo (Nikolic et al., 2022).

3.5 Antibiograma

O antibiograma é uma técnica microbiolégica fundamental utilizada para determinar o

perfil de sensibilidade e resisténcia de microrganismos frente a agentes antimicrobianos. Essa
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metodologia baseia-se na exposi¢do de uma suspensio bacteriana padronizada a antibiéticos,
permitindo avaliar a capacidade desses firmacos em inibir o crescimento microbiano. Em sua
forma mais cldssica, o antibiograma é realizado pelo método de difusdo em disco, no qual discos
de papel impregnados com concentra¢des conhecidas de antibiéticos sio dispostos sobre a
superficie de placas contendo 4gar Mueller-Hinton previamente inoculadas com uma suspensio
bacteriana ajustada a turbidez equivalente ao padrdo o,5 de McFarland (De oliveira, 2022).
Apés incubagdo em condi¢Ses adequadas de temperatura e tempo, observa-se a formacgio
de halos de inibi¢4o ao redor dos discos, cuja medida em milimetros permite classificar a cepa
bacteriana como sensivel, intermediiria ou resistente, de acordo com critérios estabelecidos por
6rgios normativos como o CLSI ou o EUCAST (Lascaris et al., 2022). Além desse método,
técnicas de diluicdo em caldo, especialmente a microdilui¢do, sio amplamente utilizadas em
pesquisa por possibilitarem a determinagio da concentragio inibitéria minima (MIC), definida
como a menor concentragio do antimicrobiano capaz de inibir visivelmente o crescimento
bacteriano. O antibiograma é, portanto, essencial tanto na pratica clinica, orientando a escolha
racional de antibiéticos, quanto em estudos cientificos voltados a caracteriza¢io de fenétipos de
resisténcia e & avaliacdo da eficicia de novos compostos antimicrobianos (Larrosa et al., 2023).
De forma integrada, o antibiograma e o ensaio de checkerboard constituem ferramentas
complementares na microbiologia experimental e clinica. Enquanto o antibiograma fornece
informacSes sobre a atividade antimicrobiana individual de um agente frente a uma
determinada cepa bacteriana, o checkerboard amplia essa anlise ao investigar como diferentes
compostos interagem entre si, permitindo a identifica¢do de combinacdes capazes de
potencializar a atividade antibacteriana ou reverter mecanismos de resisténcia. Essas
abordagens sio amplamente empregadas em pesquisas voltadas ao desenvolvimento de novas
estratégias terapéuticas, especialmente no contexto do aumento global da resisténcia bacteriana

(Conde et al., 2023).

3.6 Tempo de curva de morte

A técnica de curva de morte ao longo do tempo, conhecida como time-kill assay, é um
ensaio microbiolégico quantitativo utilizado para avaliar a atividade de agentes antimicrobianos
sobre populagdes bacterianas ao longo de periodos definidos. Diferentemente da determinacio
da concentracdo inibitéria minima, que fornece apenas uma informacio pontual ao final da
incubagio, a curva de morte permite acompanhar de forma dinimica a variacio da viabilidade

bacteriana em resposta 4 exposi¢io a um composto, possibilitando a distin¢do entre efeitos
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bacteriostaticos e bactericidas, bem como a avaliacio da velocidade e da extensio da acio
antimicrobiana (Xavier, 2022).

O principio da técnica baseia-se na quantificagio de células vidveis presentes em uma
suspensdo bacteriana apds a exposi¢do ao agente antimicrobiano em diferentes intervalos de
tempo. A viabilidade celular é determinada por meio da contagem de unidades formadoras de
coldnia por mililitro, expressas em escala logaritmica, e os valores obtidos s3o correlacionados
com o tempo de incubagdo. Uma redugido igual ou superior a 3 log;g UFC/mL em relagdo ao
inéculo inicial é classicamente interpretada como efeito bactericida, enquanto a manutengio da
contagem bacteriana, sem reducio significativa, caracteriza um efeito bacteriostatico (De Melo
Santana, 2022).

Experimentalmente, a técnica inicia-se com o preparo de um indculo bacteriano
padronizado, geralmente ajustado para uma concentracio aproximada de 10> a 10® UFC/mL,
obtido a partir de culturas em fase exponencial de crescimento. Esse inéculo é entdo exposto ao
antimicrobiano de interesse, isoladamente ou em combinagio com outros compostos, em
concentragdes previamente definidas, como a concentragdo inibitéria minima, fracdes desta ou
multiplos superiores. Paralelamente, é mantido um controle de crescimento sem a adicdo do
agente antimicrobiano, permitindo a compara¢io do comportamento da populagdo bacteriana
ao longo do tempo (Leal et al., 2024).

Apés a incubacio sob condi¢des adequadas de temperatura e atmosfera, aliquotas da
suspensdo bacteriana sdo coletadas em tempos previamente estabelecidos, como o, 2, 4, 6, 8 e 24
horas. Cada aliquota é submetida a dilui¢Ges seriadas decimais e posteriormente plaqueada em
meio sélido apropriado. Apds nova incubacio, as coldnias formadas sio contadas e os valores
de UFC/mL sio calculados e convertidos para escala logaritmica. Esses dados permitem a
construgdo de um grafico de log;o UFC/mL em funcdo do tempo, que representa graficamente
a curva de morte bacteriana (Paz et al., 2025).

A anilise da curva obtida fornece informacdes relevantes sobre o comportamento da
populacdo bacteriana frente ao tratamento. Uma queda acentuada e continua da contagem
bacteriana indica atividade bactericida, enquanto uma estabilizagio da curva sugere inibi¢do do
crescimento sem eliminacio significativa das células. Em alguns casos, pode-se observar uma
reducio inicial seguida de re-crescimento bacteriano, fendmeno associado i tolerincia,
adaptacio ou emergéncia de subpopulacdes resistentes. Quando a técnica é aplicada a
combinacBes de antimicrobianos, a comparagio das curvas permite identificar interacdes

sinérgicas, antagonistas ou indiferentes, sendo o sinergismo geralmente definido por uma
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reducio adicional de pelo menos 2 log;o UFC/mL em relagio ao agente isolado mais ativo (Da
Silva Costa et al., 2023).

Devido a sua capacidade de fornecer informacdes detalhadas sobre a cinética de a¢do dos
antimicrobianos, a curva de morte ao longo do tempo é amplamente empregada em estudos
farmacodinimicos, na investigacdo de mecanismos de resisténcia bacteriana e na avaliagio de
novos compostos com potencial antibacteriano. Apesar de ser uma técnica mais trabalhosa e
demandar maior rigor experimental, ela representa uma ferramenta fundamental para a
compreensio aprofundada da eficicia e do comportamento temporal de agentes
antimicrobianos frente a microrganismos sensiveis ou multirresistentes (De Oliveira Carvalho

et al., 2025).

3.7 Atividade antibiolfilme

Avaliacio da atividade antibiofilme é uma técnica amplamente empregada para
investigar a capacidade de compostos, extratos ou firmacos em interferir na formagio,
manutenc¢io ou estabilidade de biofilmes bacterianos. Os biofilmes correspondem a
comunidades microbianas organizadas e aderidas a superficies bidticas ou abidticas, envolvidas
por uma matriz extracelular polimérica composta principalmente por polissacarideos, proteinas
e 4cidos nucleicos. Essa organizagio estrutural confere as bactérias um fendtipo mais tolerante
a agentes antimicrobianos e s respostas imunes do hospedeiro, tornando as infec¢des associadas
a biofilmes particularmente dificeis de erradicar (Wilsmann et al., 2024).

De modo geral, o ensaio antibiofilme baseia-se na formagio controlada do biofilme em
placas de microtitulagdo, seguida da exposi¢do do biofilme a diferentes concentracdes do agente
em estudo. Inicialmente, uma suspensio bacteriana padronizada, normalmente ajustada 4 escala
0,5 de McFarland, é inoculada em pogos contendo meio de cultura apropriado, como TSB ou
BHI, frequentemente suplementado com glicose para favorecer a adesdo celular. As placas sdo
incubadas em condicdes estiticas, geralmente a 35-37 °C, por um periodo de 24 a 48 horas,
permitindo a adesio das células bacterianas a superficie do pogo e o subsequente
desenvolvimento do biofilme. Apéds esse periodo, o meio contendo as bactérias planctdnicas é
cuidadosamente removido e os pocos sdo lavados com solucdo tampio, como PBS, para eliminar
células nio aderidas (Da Silva et al., 2025).

Em seguida, o biofilme formado é submetido ao tratamento com os compostos testados,
que sdo adicionados em diferentes concentracdes, muitas vezes relacionadas a concentragio

inibitéria minima, como CIM, CIM/2, CIM/4 ou CIM/8. As placas sdo novamente incubadas
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por um periodo adicional, normalmente de 24 horas, para permitir a intera¢io do agente com a
estrutura do biofilme j4 estabelecido. Paralelamente, sdo incluidos controles adequados, como
biofilme nio tratado, controle tratado com antibidtico de referéncia e controle de esterilidade,
assegurando a confiabilidade dos resultados obtidos (Oliveira et al., 2023).

A quantificacdo da atividade antibiofilme é comumente realizada por meio do ensaio
colorimétrico com cristal violeta, que permite a determinagio da biomassa total do biofilme.
Apébs o tratamento, os pogos sio lavados para remocdo do excesso de composto e secos a
temperatura ambiente. Em seguida, adiciona-se uma soluc¢do de cristal violeta, geralmente a
0,1%, que cora tanto as células bacterianas aderidas quanto a matriz extracelular. Apés um
periodo de incubagio, o excesso de corante é removido, e o cristal violeta retido é solubilizado
com etanol ou 4cido acético. A intensidade da colora¢do, medida por absorbincia em leitor de
microplacas, reflete a quantidade de biofilme presente. A reducio da absorbincia em
comparacdo ao controle ndo tratado indica a eficicia do composto em reduzir ou desestabilizar
o biofilme (Sukmarini et al., 2024).

Os resultados sdo expressos, de forma geral, como porcentagem de inibi¢do ou redugio
do biofilme, calculada a partir da comparacio entre os valores de absorbincia dos pogos tratados
e do controle. Além do cristal violeta, métodos complementares podem ser empregados para
uma anélise mais abrangente, como ensaios de viabilidade celular baseados em resazurina ou
XTT, contagem de unidades formadoras de col6énia apés a desagregacio do biofilme, anélises
microscdpicas e estudos de expressio génica de genes relacionados a adesio e formacgio de
biofilme. Assim, a avaliacdo da atividade antibiofilme constitui uma ferramenta fundamental
para a caracterizacdo de novos agentes antimicrobianos, permitindo ndo apenas verificar a
reducio da biomassa aderida, mas também inferir possiveis mecanismos de agio sobre bactérias
em estado séssil, contribuindo para o desenvolvimento de estratégias terapéuticas mais eficazes

contra infecgdes persistentes associadas a biofilmes (Jotic et al., 2024,).

3.8 Atividade anticoagulante

A técnica de avaliagio da coagulase é um ensaio microbiolégico cldssico amplamente
utilizado na identificacio e diferenciagio de bactérias do género Staphylococcus, especialmente
para distinguir Staphylococcus aureus, que é coagulase-positivo, dos estafilococos coagulase-
negativos. O principio da técnica baseia-se na capacidade de algumas cepas bacterianas
produzirem a enzima coagulase, a qual reage com o fator coagulase-reativo presente no plasma,

formando um complexo denominado estafilotrombina (Mattionie et al., 2022). esse complexo é
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capaz de converter o fibrinogénio em fibrina, resultando na coagula¢io do plasma, fenémeno
que pode ser observado visualmente e utilizado como critério para interpretacio do teste. A
producio de coagulase estd diretamente associada i viruléncia bacteriana, uma vez que a
formacdo da fibrina pode proteger o microrganismo da a¢io do sistema imunolégico do
hospedeiro, favorecendo a persisténcia da infec¢io (Camacho Silvas, 2025).

Do ponto de vista clinico e microbioldgico, o teste da coagulase possui grande relevincia,
pois Staphylococcus aureus é um patégeno importante, frequentemente envolvido em infeccdes
cutineas, abscessos, septicemias, pneumonias, endocardites e infec¢des hospitalares, enquanto
os estafilococos coagulase-negativos, embora possam causar infec¢des oportunistas, fazem parte
majoritariamente da microbiota normal da pele e mucosas. Dessa forma, a identificacdo correta
dessas bactérias contribui tanto para o diagndstico laboratorial quanto para a escolha da conduta
terapéutica adequada (Dalmolin et al., 2022).

A avaliacdo da coagulase pode ser realizada por dois métodos principais: o teste em
limina e o teste em tubo. O teste em limina detecta a coagulase ligada 4 parede celular
bacteriana, também conhecida como fator de aglutinacdo, e baseia-se na observacio da
aglutinacio imediata das células bacterianas quando em contato com o plasma. Trata-se de um
método rdpido e simples, porém menos sensivel, podendo apresentar resultados falso-negativos
em cepas que produzem apenas coagulase livre. J4 o teste da coagulase em tubo detecta a
coagulase livre, secretada no meio extracelular, sendo considerado o método de referéncia
devido 4 sua maior sensibilidade e especificidade (Cristaldo, 2022).

No teste em tubo, utiliza-se plasma, geralmente humano ou de coelho, previamente
anticoagulado, ao qual é adicionada uma colénia bacteriana recente, proveniente de uma cultura
com 18 a 24 horas de incubagio. Apés a homogeneizagio, o tubo é incubado a 35-37 °C e avaliado
quanto a formacdo de codgulo apés quatro horas, podendo a leitura ser estendida até 24 horas
quando nio ha coagulacio inicial. A presenca de um codgulo total ou parcial, que nio se desfaz
com a inclinacdo do tubo, é interpretada como resultado positivo, enquanto a manutencdo do
plasma em estado liquido indica resultado negativo (Colouna et al., 2023).

Para garantir a confiabilidade dos resultados, recomenda-se o uso de controles positivos
e negativos, como cepas padrio de Staphylococcus aureus e Staphylococcus epidermidis,
respectivamente. Além disso, alguns cuidados devem ser observados, como o uso de plasma
dentro do prazo de validade, a correta incubacio e a utilizac3o de culturas bacterianas jovens,
uma vez que culturas antigas podem apresentar redugio na produgio de coagulase. Apesar de

suas limita¢des, a técnica de avaliacdo da coagulase permanece como um método simples,
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acessivel e fundamental na rotina da microbiologia clinica, contribuindo de forma significativa
para a identificacdo presuntiva de Staphylococcus aureus e para o diagndstico laboratorial de

infecgdes estafilocécicas (Rodriguez, 2023).

3.9 Atividade Anticatalase

A avaliagio da atividade anticatalase é uma técnica empregada para investigar a
capacidade de compostos naturais ou sintéticos em inibir a enzima catalase, um dos principais
sistemas de defesa antioxidante de microrganismos. A catalase é uma enzima heme-dependente
responsével pela decomposicio do peréxido de hidrogénio (H2O;) em &4gua e oxigénio
molecular, desempenhando papel fundamental na protecio celular contra o estresse oxidativo.
Em bactérias patogénicas, essa enzima contribui significativamente para a sobrevivéncia frente
as espécies reativas de oxigénio geradas tanto pelo metabolismo celular quanto pela acio de
antibidticos e pelo sistema imune do hospedeiro. Dessa forma, a inibi¢io da catalase leva ao
acumulo intracelular de peréxido de hidrogénio, aumentando a toxicidade oxidativa e podendo
potencializar a agdo de agentes antimicrobianos (Batista et al., 2024).

O principio da técnica baseia-se na quantificagio direta ou indireta da atividade catalitica
da enzima por meio da decomposi¢io do peréxido de hidrogénio. Na presenca de catalase ativa,
o H;0; é rapidamente convertido em 4gua e oxigénio, resultando na liberagio de bolhas visiveis
ou na diminui¢io da absorbincia da solu¢io quando monitorada por métodos
espectrofotométricos. Quando a enzima ¢é inibida por um composto teste, observa-se redugio
dessa decomposigio, refletida por menor formacio de oxigénio ou maior concentragio residual
de peréxido de hidrogénio no meio reacional (Almeida et al., 2023).

Experimentalmente, a técnica pode ser conduzida utilizando suspensdes bacterianas,
extratos enzimdticos ou catalase purificada. As culturas bacterianas sio geralmente incubadas
com o composto teste em concentragdes subinibitérias, de modo a evitar efeitos bactericidas
diretos que possam interferir na interpretagio dos resultados. Apds o periodo de incubacgio, o
peréxido de hidrogénio é adicionado ao sistema, e a atividade da catalase é avaliada. Em
abordagens qualitativas, a inibicdo enzimiética é inferida visualmente pela diminui¢io da
formacdo de bolhas de oxigénio. J4 em ensaios quantitativos, a decomposi¢io do H,O; é
monitorada espectrofotometricamente, geralmente a 240 nm, permitindo o célculo da taxa de
reagio e da porcentagem de inibi¢do da atividade catalase em relacdo ao controle nio tratado

(Repik et al., 2022).
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Para garantir a confiabilidade dos resultados, a técnica requer a inclusio de controles
adequados, como controles negativos sem tratamento, controles positivos com inibidores
conhecidos da catalase e controles de solvente, assegurando que a inibi¢io observada seja
atribuida exclusivamente ao composto avaliado. A interpretacio dos dados considera que uma
maior quantidade residual de peréxido de hidrogénio ou uma menor taxa de decomposicio
indica maior atividade anticatalase (Magalhies et al., 2025).

Do ponto de vista biolégico e farmacolégico, a avaliacdo da atividade anticatalase é
particularmente relevante em estudos de modulagio da atividade antimicrobiana e de
resisténcia bacteriana. A inibi¢io dessa enzima compromete a capacidade do microrganismo de
neutralizar o estresse oxidativo, tornando-o mais suscetivel 3 acdo de antibiéticos e s defesas
do hospedeiro. Assim, essa técnica tem sido amplamente utilizada na triagem de compostos
com potencial antiviruléncia e como ferramenta para elucidar mecanismos envolvidos na

sensibilizacdo de bactérias resistentes a agentes terapéuticos (Biagioni et al., 2023).

3.10 Teste in vivo em modelos de Zebrafish

O zebrafish é um organismo modelo amplamente empregado em estudos de infecgio
bacteriana devido i elevada similaridade genética com humanos, a transparéncia éptica das
larvas, ao rdpido desenvolvimento embriondrio e 4 possibilidade de manutengdo em larga escala
com baixo custo. Essas caracteristicas permitem a visualizagio direta da progressdo da infecgio,
da resposta imune do hospedeiro e do efeito terapéutico de agentes antibacterianos em tempo
real. Em testes antibacterianos, as larvas de zebrafish, geralmente entre 2 e 5 dias pds-
fertilizacdo, sdo preferidas, pois nesse estigio o sistema imune inato j4 estd funcional,
possibilitando a anélise da interagdo patégeno—hospedeiro (Adhish, 2023).

A avaliacdo da atividade antibacteriana em zebrafish inicia-se, em geral, com a infeccio
experimental das larvas por bactérias patogénicas de interesse clinico, como Staphylococcus
aureus, Pseudomonas aeruginosa, Escherichia coli ou Klebsiella pneumoniae. A infec¢io pode ser
realizada por microinje¢io direta da suspensio bacteriana em compartimentos especificos, como
o saco vitelinico, a corrente sanguinea ou a cavidade pericardica, ou ainda por exposi¢do das
larvas a bactéria em meio aquoso, simulando uma infec¢io sistémica ou localizada. A escolha
da via de infeccdo depende do objetivo do estudo e do tipo de patogenicidade a ser avaliada
(Doyle, 2022).

Apébs o estabelecimento da infec¢do, os compostos antibacterianos em estudo sio

administrados nas larvas, geralmente por adicdo direta & 4dgua do aquirio ou do pogo de
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microplacas, permitindo a absor¢do do firmaco por difusio passiva através da pele e das
brinquias. Em alguns casos, a administragio pode ocorrer por microinjecdo, especialmente
quando se deseja avaliar doses precisas ou compostos com baixa permeabilidade. A atividade
antibacteriana é entdo avaliada por diferentes parimetros, incluindo a taxa de sobrevivéncia das
larvas, a redugio da carga bacteriana, a atenuagio de sinais clinicos de infecco e a recuperacio
do comportamento normal dos organismos (Gonzéalez-Rosa, 2022).

A quantificacdo da carga bacteriana pode ser realizada por métodos cléssicos, como a
recuperacido de bactérias vidveis por plaqueamento em meio sélido apds maceracdo das larvas,
ou por técnicas mais avangadas, como o uso de cepas bacterianas fluorescentes e anélise por
microscopia de fluorescéncia. Essa abordagem permite a visualizagdo espacial da infeccdo e a
avaliacdo direta da eficicia do tratamento antibacteriano ao longo do tempo. Além disso, a
transparéncia das larvas possibilita o monitoramento da resposta imune, como o recrutamento
de neutréfilos e macréfagos para o local da infecgdo (Shenoy et al., 2022).

Um aspecto fundamental dos testes antibacterianos em zebrafish é a avaliagio
simultinea da toxicidade dos compostos. Alteragdes morfolédgicas, edemas, malformacdes,
alteracdes cardiacas e reducio da taxa de sobrevivéncia podem indicar efeitos téxicos,
permitindo a determinagdo de janelas terapéuticas seguras. Dessa forma, o modelo possibilita a
distingdo entre a morte bacteriana decorrente da agdo antibacteriana e a mortalidade do
hospedeiro causada por toxicidade do composto (Qu, 2024).

Em conjunto, os testes antibacterianos com zebrafish representam uma abordagem
robusta e translacional, pois integram dados de eficicia, toxicidade e resposta imune em um
Unico sistema in vivo. Esse modelo é particularmente valioso na triagem inicial de novos agentes
antibacterianos, produtos naturais e moduladores da resisténcia bacteriana, reduzindo a
dependéncia de modelos animais superiores e fornecendo informacdes relevantes para o

desenvolvimento pré-clinico de novos fairmacos (Chia et al., 2024).

4. CONSIDERACOES FINAIS

A avaliagio da atividade antibacteriana de produtos naturais representa uma etapa
fundamental na prospeccio de novas estratégias terapéuticas frente ao crescente desafio da
resisténcia bacteriana. Ao longo desta revisio, foi possivel evidenciar que uma ampla variedade
de metodologias tem sido empregada para investigar o potencial antibacteriano de extratos,
fracdes e compostos isolados de origem natural, abrangendo desde ensaios classicos de triagem

inicial até abordagens quantitativas, mecanisticas e modelos in vivo e alternativos.
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Os métodos de difusdo em 4gar e os ensaios de dilui¢io permanecem como ferramentas
essenciais para a deteccdo e quantificagio da atividade antibacteriana, enquanto testes de
viabilidade, curvas de crescimento e anélises mecanisticas tém contribuido para uma
compreensio mais aprofundada dos modos de agio envolvidos. Além disso, os estudos de
modulagio da atividade antibidtica destacam-se como uma estratégia promissora, ao
demonstrar o potencial dos produtos naturais em atuar sinergicamente com antibidticos
convencionais e em interferir em mecanismos de resisténcia, como a atividade de bombas de
efluxo.

Entretanto, esta revisio também evidencia desafios metodolégicos relevantes,
especialmente relacionados 4 complexidade quimica dos produtos naturais, a variabilidade
experimental e 4 auséncia de padronizagio entre os protocolos utilizados. Essas limita¢des
reforcam a necessidade de uma abordagem integrada, que combine metodologias
complementares, controle rigoroso de parimetros experimentais e adogio de diretrizes
internacionais, a fim de garantir maior reprodutibilidade e comparabilidade dos resultados.

Dessa forma, a integragio entre ensaios in vitro, analises mecanisticas e modelos in vivo
alternativos emerge como uma estratégia essencial para a valida¢io do potencial antibacteriano
dos produtos naturais. O aprimoramento e a padronizagio das metodologias de avaliacdo
contribuirdo significativamente para o avanco do conhecimento na 4rea e para o
desenvolvimento racional de novos agentes antibacterianos, capazes de auxiliar no

enfrentamento da resisténcia microbiana.
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