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AVALIAC;AO DA ATIVIDADE ANTIBACTERIANA E MODULATORIA DO OLEO
ESSENCIAL DO BOTAO FLORAL DE Cordia verbanacea ASSOCIADO A LUZ DE
LED

LUCENA, Ana Leticia Vidal Madeiro', MATIAS, Edinardo Fagner Ferreira’

RESUMO

O presente estudo teve como objetivo avaliar a atividade antibacteriana e modulatéria do 6leo
essencial do botdo floral de Cordia verbenacea (OEBFCv) associado a luz de LED. A
obtencdo do oléo essencial se deu através de um processo de hidrodestilacdo. Os testes
antibacterianos e modulatorios foram realizados pelo método de microdiluigdo com
determinacéo da Concentracdo Inibitoria Minima (CIM), utilizando o OEBFCyv, luzes de LED
e antibidticos da classe dos aminoglicosideos frente a culturas bacterianas padrdo e resistente.
Os testes para avaliacdo da atividade antibacteriana do OEBFCv apresentaram CIM>512
pg/mL, indicando potencial antibacteriano clinicamente irrelevante. Entretanto, os resultados
da modulacdo da resisténcia bacteriana, quando combinado OEBFCv, LED e
aminoglicosideos frente linhagens bacterianas resistentes, apresentaram efeitos sinérgicos
para E. coli quando feita a associacdo das LED amarela e azul com Amicacina e Gentamicina,
sendo que para Gentamicina a ndo exposi¢do ao LED também resultou em sinergismo. Para S.
aureus houve atividade sinérgica na combinacdo da Amicacina e da luz amarela de LED,
enquanto que para a gentamicina todas as combinacgdes obtiveram esse efeito. Os resultados
foram expressos pela média geométrica e desvio padrdo sendo submetidos a analise de
variancia (ANOVA), seguida pelo teste de significancia Bonferroni, considerando diferenca
significativa para quando p<0,001. Portanto, os dados apresentados neste estudo contribuem
para a elucidacdo do potencial biolégico referente a atividade antibacteriana e moduladora da
resisténcia a antibidticos, além disso, a partir deles, novas pesquisas promissoras podem ser
desenvolvidas visando encontrar uma nova forma de tratar patologias causadas por bactérias
multirresistentes com o uso de derivados de Cordia combinado com a fototerapia.

Palavras-chave: Cordia verbenacea. Atividade antibacteriana. Light Emitting Diode (LED).
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EVALUATION OF THE ANTIBACTERIAL AND MODULATORY ACTIVITY OF
THE ESSENTIAL OIL OF THE FLORAL BUTTON OF Cordia verbanacea
ASSOCIATED WITH LED LIGHT

LUCENA, Ana Leticia Vidal Madeiro®, MATIAS, Edinardo Fagner Ferreira®*
ABSTRACT

The present study aimed to evaluate the antibacterial and modulatory activity of the essential
oil of floral bud Cordia verbenacea (OEBFCV) associated with LED light. The essence of the
essential is given through the hydrodistillation process. Antibacterial tests and modulates were
supplied using by microdilution method with determined the Minimum Inhibitory
Concentration (MIC) OEBFCv, LED lamps and aminoglycoside class antibiotics against a
standard and resistant bacterial culture. The tests for evaluation of the antibacterial activity of
OEBFCvestre CIM>512ug/mL indicated a clinically irrelevant antibacterial potential.
However, the results of bacterial modulation when combining OEBFCv, LED and
aminoglycosides in resistant bacterial strains could be caused by E. coli when an association
with LED yellow and blue with amicacin and gentamicin was performed, whereas for
gentamicin a LED exposure also resulted in synergism. For the S. aureus there was a
synergistic movement in the combination of light and yellow LED light, whereas for a
gentamicin all combinations obtained this effect. The results were analyzed by the geometry
series along the analysis of variance (ANOVA), followed by the Bonferroni significance test,
and the variation was significant when p<0.001. Therefore, the data compared in this topic
contributed to the elucidation of the biological potential for the antibacterial and modulatory
activity of antibiotic resistance, in addition, from, promising new research may come from
finding a new way of treating pathologies caused by bacteria with the use of derivatives of
Cordia associated with a phototherapy.

Key words: Cordia verbenacea. Antibacterial activity. Light Emitting Diode (LED).
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1 INTRODUCAO

Cordia verbenacea DC, conhecida popularmente como “’erva baleecira’’, pertence a
Familia Boraginaceae e € uma das espécies estudas a fim de extrair produtos capazes de
originar novos fitoterpicos a partir de seus compostos, levando em consideracdo que na
medicina popular Cordia verbenacea é usada com agdes de anti-inflamatorio, analgésico,
antirreumatico, hemostatico e € utilizada empiricamente no tratamento de tumores, Ulceras e
infeccdes bacterianas (ALVES et al., 2014; MATIAS et al., 2010a; MATIAS et al., 2010b;
VENTRELA et al., 2008).

Ademais, com o desenvolvimento e dissemina¢do de microrganismos resistentes,
diversos produtos naturais estdo sob avaliacdo no intuito de descobrir novos agentes
antimicrobianos que possam atuar no combate desses microrganismos ou que possuam a
capacidade de modificar a atividade do antimicrobiano. A modulagéo e reversao da resisténcia
sdo mecanismos esperados para esse fim (PENHA et al., 2011; TINTINO et al., 2015).

Segundo Moreira (2009) o Light Emithing Diodes- LED é um recurso fototerapico
bastante difundido no tratamento de lesGes dermatoldgicas. Esta tecnologia consiste em um
diodo emissor de luz, capaz de gerar uma poténcia de irradiacdo extremamente segura, com
pouco uso de energia, vida Util extensa, intensidade baixa e boa poténcia.

A eletrotermofototerapia € um tipo de terapia fisica que faz uso da corrente elétrica, do
calor e da luz como agentes terapéuticos. Os efeitos bioldgicos dependem do comprimento de
onda, dose, intensidade, tempo de irradicacdo, modo continuo ou pulsado da onda e padrdo de
pulso. Também ¢é considerado o intervalo entre os tratamentos e o nimero total de sessdes
realizadas. No que se diz respeito a seguranca, o LED é seguro, ndo € térmico, tdxico ou
invasivo, ndo existindo na literatura relatos de qualquer efeito colateral (AGNE, 2013;
BAROLET, 2008).

A pesquisa por novas alternativas de tratamento para infec¢Oes bacterianas tornaram-
se importantes em razdo do alto custo das drogas disponiveis no mercado e que sejam téo ou
mais eficazes contra a possibilidade de resisténcia bacteriana do que as op¢des atuais. Diante
disso, o0 presente estudo teve como objetivo avaliar a atividade antibacteriana e moduladora

do 6leo essencial do botdo floral de Cordia verbenacea associado a luz de LED.



2 MATERIAIS E METODOS

2.1 TIPO DE ESTUDO

O presente trabalho foi realizado a partir de um estudo experimental, de caréter

qualitativo e quantitativo.

2.2 SELECAO, COLETA E IDENTIFICACAO DO MATERIAL VEGETAL

Os botdes florais Cordia verbenacea DC. foram coletadas na area da Chapada do
Araripe no municipio de Crato, Ceara, Brasil. O material vegetal foi identificado e preparado
uma exsicata da espécie que foi depositada no Herbario Prisco Bezerra da Universidade

Federal do Cearad (UFC) gerando nimero de registro 044171.

2.3 OLEO ESSENCIAL

2.3.1 Extracdo do 6leo essencial

Amostras dos botdes florais frescos foram submetidas ao processo de hidrodestilacéo,
durante duas horas em um aparelho do tipo Clevenger (MATOS, 1999). O 6leo essencial
obtido foi recolhido e, em seguida, retirado a umidade com sulfato de sodio anidro (Na,SO,),

e mantido refrigerado a < 4 ° C, até ser analisado.

2.4 TESTES ANTIBACTERIANOS

2.4.1 Preparo da solucéo inicial e das solucdes de teste.

No preparo da solucédo inicial, o 6leo essencial foi solubilizado em dimetilsulféxido
(DMSO0), sendo observadas as seguintes propor¢fes: 10mg de 6leo solubilizados em 1mL
DMSO, obtendo uma concentragéo inicial de 10 mg/mL. Em seguida, esta solucéo foi diluida
em agua destilada atingindo concentracédo de 0leo de 1024ug/mL e reduzindo a concentracao
de DMSO para 10% e a partir desta, efetuou-se diluicbes seriadas de 1:2, onde DMSO
apresentou concentragdes < 5%, ndo manifestando interferéncia na atividade antibacteriana

avaliada.



2.5 MICRORGANISMOS

Os microrganismos utilizados nos testes estdo descritos na Tabela 1, indicando seus

respectivos perfis de resisténcia.

Tabela 1. Origem bacteriana e perfil de resisténcia a antibioticos

Bactéria Origem Perfil de Resisténcia

Staphylococcus aureus SA358 Ferida Oxa, Gen, Tob, Ami, Can, Neo, Para,
CirGrgica  But, Sis, Net

Staphylococcus aureus INCQS Auséncia de resisténcia

ATCC25923

Escherichia coli EC27 Ferida Ast, Ax, Amp, Ami, Amox, Ca, Cfc, Cf,
Cirargica  Caz, Cip, Clo, Im, Can, Szt, Tet, Tob

Escherichia coli INCQS Auséncia de resisténcia

ATCC10536

INCQS - Instituto Nacional de Controle de Qualidade em Salde; Ast - Aztreonan; Ax - Amoxicillina; Amp —
Ampicillina; Ami - Amicacina; Amox — Amoxicillina; Ca - Cefadroxil; Cfc - cefaclor; Cf - Cefalotina; Caz -
Ceftazinidima; Clo — Clorafenicol; Can - Canamicina; Szt — sulfametrim; Tet - Tetraciclina; Tob - Tobramicina;
Oxa - Oxacillina; Gen - Gentamicina; Neo - Neomicina; Para - paramomicina; But - Butirosina; Sis —
Sisomicina; Net — Netilmicina.

2.6 MEIOS DE CULTURA

Foram utilizados nos ensaios bioldgicos os seguintes meios de cultura: Heart Infusion
Agar - HIA (Difco Laboratories lItda.), Brain Heart Infusion — BHI (concentracdo indicada
pelo fabricante é 10%). Todos os meios de cultura foram preparados segundo as

especificacbes do fabricante e esterilizados em autoclave de vapor quente.
2.6.1 Preparo e padronizacao de indculos bacterianos

Culturas de bactérias ficaram mantidas a 4°C em Heart Infusion Agar - HIA. Antes
dos testes, as linhagens foram repassadas para o meio HIA e incubadas a 35°C por 24 horas.
As linhagens bacterianas passaram por ativagdo e inoculacdo em Brain Heart Infusion - BHI
na concentracdo recomendada pelo fabricante, e incubacdo nas mesmas condicgdes citadas
anteriormente. SuspensGes com crescimento bacteriano foram diluidas em BHI em
concentracdo de 10% até a obtencéo de 10° céls/mL (JAVADPOUR et al., 1996).
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2.7 DETERMINACAO DA CONCENTRACAO INIBITORIA MINIMA (CIM) DO OLEO
ESSENCIAL DOS BOTOES FLORAIS DE Cordia verbenacea E EXPOSICAO AS LUZES
DE LED.

Os ensaios para determinacdo da CIM do 6leo essencial foram efetuados utilizando-se
do Método de Microdiluicdo em Caldo, com concentragfes variando de 512 a 8 pg/mL.

2.7.1 Execucdo e leitura dos ensaios

Em cada cavidade com 100 pL do meio de cultura, uma amostra de suspenséo
bacteriana foi diluida na propor¢do 1:10. Controles negativos com o meio de cultura,
controles positivos (meio + indculo) e controles de inibicdo utilizando a solucdo teste em
concentracdes de 512 a 8 pg/mL estiveram incluidos nos ensaios. As placas de microdiluicdo
contendo S. aureus e E. coli foram divididas em 4 grupos, e receberam a denominacdo de
grupo 1 (controle - placas que acompanharam todo o processo experimental sem sofrer
exposicdo a luz utilizada para confirmar a viabilidade das colbnias bacterianas), grupo 2
(vermelho — placas que foram expostas a luz vermelha do aparelho de LED), grupo 3 (azul —
placas que foram expostas a luz azul do aparelho de LED), grupo 4 (amarelo — placas que
foram expostas a luz amarela do aparelho de LED. Cada placa recebeu irradiacdo por um
periodo de dez minutos com luz azul, amarela e vermelha. As placas preenchidas foram
incubadas a 35°C por 24 horas. Para evidenciar a CIM das solugdes frente as linhagens
bacterianas apds a incubacdo 20 pL da solucdo indicadora de resazurina sodica foram
adicionadas em cada cavidade e as placas passaram por um periodo de 1 hora em temperatura
ambiente para entdo ser feita a leitura dos resultados. A mudanca de coloracdo azul para rosa
devido a reducdo da resazurina indica o crescimento bacteriano, auxiliando a visualizacdo da
CIM, definida como a menor concentracdo capaz de inibir o crescimento bacteriano,
evidenciado pela cor azul inalterada. Os ensaios foram realizados em triplicata
(JAVADPOUR et al.,, 1996; KORELO et al, 2013; MANN; MARKHAM, 1998;
PALOMINO et al., 2002).
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28 AVALIACAO DA INTERFERENCIA DO OLEO ESSENCIAL SOBRE A
RESISTENCIA AOS ANTIBIOTICOS E EXPOSICAO AS LUZES DE LED.

Para avaliar o 6leo essencial como modulador da resisténcia bacteriana, a CIM de
antibidticos pertencentes a classe de aminoglicosideos foi avaliada na presenca e na auséncia
do 6leo em placas de microdiluicdo estéreis. Os antibidticos foram avaliados nas

concentragdes variando de 1024 a 0,5ug/mL.

2.8.1 Execucdo e leitura dos ensaios

A atividade moduladora dos antibioticos foi realizada com a classe dos
aminoglicosideos onde a concentracdo inicial correspondeu a 1.024 pg/mL a partir da
utilizacdo das cepas bacterianas multirresistentes. Os antibioticos foram diluidos em um
volume de 100 pL seriadamente nos pogos contendo 0 meio de cultura BHI e a suspenséo
com o in6culo da cepa multirresistente, com o produto natural na concentracdo subinibitéria
(CIM/8) (COUTINHO et al., 2010). As placas de microdiluigdo também foram divididas em 4
grupos, e receberam a denominacdo de grupo 1, grupo 2, grupo 3, grupo 4, como ja descrito
na ultima sessao, sendo também expostas a cada luz de LED por 10 minutos (KORELO et
al., 2013).

As placas foram incubadas por 24 horas 35 + 2 °C. Apoés a incubacdo a atividade
moduladora foi evidenciada pelo uso da solucdo indicadora de resasurina sodica, onde a
mudanca da coloracdo azul para rosa indica o crescimento bacteriano, enquanto que a cor azul
inalterada indica a inibig&o do crescimento bacteriano. Todos os testes foram realizados em
triplicatas e posteriormente submetidos a analise estatistica.

2.9 EQUIPAMENTO DE LED

O aparelho utilizado durante o procedimento experimental foi um Diodo emissor de
luz e LED, da marca Dermaled®. A unidade possui os espectros de luz vermelha, azul e
amarela, permitindo também a combinagdo dessas cores. Cada placa recebeu irradiacdo por

um periodo de dez minutos com luz azul, amarela e vermelha.
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2.10 MODELO ESTATISTICO PARA ANALISE DA MODULACAO DA RESISTENCIA
BACTERIANA A AMINOGLICOSIDEOS

Os resultados da CIM obtidos em triplicata nos testes de modulacdo da resisténcia
bacteriana foram tabulados em planilha utilizando Software Microsoft Excel® 2010. Na
andlise estatistica, os dados foram expressos pela média geométrica e desvio padrdo sendo
submetidos a andlise de variancia (ANOVA), seguida pelo teste de significancia Bonferroni,
considerando diferenca significativa para quando p < 0,001, utilizando o software GraphPad

Prisma 5.0.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Os testes para avaliar a atividade antibacteriana, bem como a atividade modulatéria do
6leo essencial do botdo floral de Cordia verbenacea (OEBFCv) combinado a luz de LED
foram realizados pelo método de microdiluicdo frente as cepas de Staphylococcus aureus e
Escherichia coli. Nesses, a Concentracdo Inibitéria Minima (CIM) foi > 512, indicando, por
sua vez, ndo apresentar potencial antibacteriano de importancia clinica.

Entretanto, outros estudos realizados com o 6leo essencial das partes aéreas de Cordia
verbenacea demonstraram bons resultados no controle microbiano de bactérias Gram-
positivas e Gram-negativas pelo método de difusdo em Agar, uma das espécies em questao
que teve seu crescimento inibido foi a Gram-positiva S. aureus (CARVALHO et al., 2004).

A divergéncia desses resultados torna-se justificavel uma vez que a atividade
antimicrobiana de um produto natural esta diretamente ligada a uma série de fatores, como:
composicdo quimica da planta, o processamento pelo qual o material foi submetido,
condicdes de estocagem, tipos de microrganismos em estudo e a metodologia de escolha do
pesquisador (BERTINI et al., 2005).

Ja os testes de modulacdo da resisténcia bacteriana utilizando o OEBFCv em
associacdo com as luzes do aparelho de LED e antibi6ticos da classe dos aminoglicosideos
demonstraram resultados sigérgicos, antagbnicos e indiferentes.

O gréafico 1 representa os resultados da modulagdo com a Amicacina e Gentamicina
em combinagdo com o OEBFCv e as luzes de LED frente a bactéria E. coli. Onde para
Amicacina houve efeito antagdnico quando se fez a jungdo do OEBFCv com o antibidtico em
questdo sem exposicdo a qualquer tipo de luz e com exposicdo a luz vermelha de LED, no

entanto, essa mesma combina¢do quando associada as luzes azuis e amarelas revelaram efeito
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sinérgico. Frente & mesma bactéria a Gentamicina evidenciou resultados sinérgicos nas placas
que ndo sofreram exposicdo ao LED e nas que foram expostas as luzes azuis e amarelas,

porém a exposic¢do a luz vermelha decorreu em antagonismo.

Grafico 1: Representacdo da atividade moduladora do OEBFCv combinado a
aminoglicosideos e luzes de LED frente E. coli.
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O gréfico 2 mostra os resultados da modulacdo dos mesmos antibiéticos em juncéo
com o OEBFCyv frente a bactéria S. aureus. A combinacdo com a Amicacina apresentou efeito
sinérgico apenas quando exposta as luzes amarelas, sendo antagonica e indiferente nas outras
combinagfes. No entanto, para a Gentamicina todas as combinagfes revelaram efeitos

sinérgicos.



13

Gréfico 2: Representacdo da atividade moduladora do OEBFCv combinado a
aminoglicosideos e luzes de LED frente S. aureus.
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Muitas espécies tiveram sua atividade antibacteriana direta testada, bem como seu
potencial de agir como moduladores da resisténcia, visto que algumas dessas possuem
capacidade de agir contra muitas espécies de bactérias ou até mesmo de agir alterando o efeito
de um antibiotico especifico, seja potencializando o seu efeito ou revertendo a resisténcia
bacteriana (COUTINHO et al., 2009; COUTINHO et al., 2008).

A atividade antibacteriana de C. verbenacea foi determinada para bactérias Gram-
positivas e Gram-negativas, bem como a sua capacidade de modificar a acdo de alguns
antibidticos. Estas acBes devem-se ao fato da presenca de compostos de baixa polaridade
como taninos, flavonoides e terpenos. Esses compostos sdo encontrados em maiores
quantidades nas fragcdes ou nos extratos apolares (MATIAS et al., 2010a).

No trabalho realizado por Rodrigues et al. (2012) indicou que o 6leo essencial de C.
verbenacea pode ser empregado em combinacdo com a antibioticoterapia contra bactérias
patogénicas do trato respiratorio, pois possui a capacidade de tornar mais forte o efeito do
farmaco. No estudo foi revelado que a acdo do 6leo essencial em questdo teve acéo sinergica

na atividade moduladora com os aminoglicosideos.
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Os resultados obtidos da modulagéo frente a E. coli irrelevantes clinicamente podem
ocorrer pela estrutura da bactéria Gram negativa que por possuir uma membrana externa
dificulta a penetracdo e efeito de produtos naturais e outras substancias antimicrobianas
(HOLLEY; PATEL, 2005). Entretanto, no presente estudo, também foi possivel observar
resultados significantes para esta mesma bactéria na modulacdo com os antibidticos
Amicacina e Gentamicina, indicando por sua vez, que a metodologia empregada foi capaz de
modular a resisténcia das bactérias Gram negativas.

A utilizacdo do aparelho de LED na éarea de dermatofuncional no tratamento de
patologias que acometem a pele é amplamente disseminada, em especial, os espectros de luz
vermelho e azul, que sdo utilizados com o intuito de curar infeccdes cutaneas e acelerar a
cicatrizacdo. Embora os mecanismos de acdo desta terapia ainda ndo tenham sido
esclarecidos, sabe-se que a luz azul do LED potencializa o efeito de drogas e substancias,
decorrente do efeito bactericida causado pela inducdo do estresse oxidativo, podendo ser uma
alternativa para o controle da atividade bacteriana (FEITOSA, 2015; PEREIRA et al, 2017).

Grebenova et al. (2003) aventa que o resultado do tratamento com fototerapia pode
ocorrer devido alteragcBes bioquimicas na membrana celular, inibicdo da respiracdo celular
guando afeta a mitocondria e da divisdo celular, além de poder inativar enzimas responsaveis
pela permeabilidade e metabolismo celular.

Estudos realizados por Paschoal e Ismael (2010) relataram que a luz vermelha do
aparelno de LED por possuir capacidade de penetragdo mais profunda nos tecidos,
desempenha atividades anti-inflamatorias por influenciar na inibicdo de citocinas por
macrofagos e outras células. O efeito sinérgico dessa luz obtido nesse trabalho pode justificar-
se pela capacidade que esta tem de penetrar mais profundamente nos tecidos, fazendo com

que o antibidtico possa atuar melhor na destruicdo das células bacterianas.

4 CONCLUSAO

Os dados obtidos nesse estudo contribuiram para a elucidacdo do potencial
antibacteriano e modulador da Cordia verbenacea e, além disso, a partir deles novas
pesquisas promissoras podem ser desenvolvidas visando encontrar uma nova forma de tratar
patologias causadas por bactérias multirresistentes com o uso de produtos naturais obtidos
desta especie vegetal em combinacdo com a fototerapia, acarretando, consequentemente, em

melhorias para a saude coletiva.
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