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ATIVIDADE ANTIBACTERIANA E MODULATORIA DO OLEO ESSENCIAL DE
Coriandrum sativum L. (COENTRO) ASSOCIADO AO APARELHO DE LED

SILVA, Andressa Bezerra da', MATIAS, Edinardo Fagner Ferreira®
RESUMO

O presente projeto consistiu em avaliar a atividade antibacteriana e modulatéria do 6leo
essencial de Coriandrum sativum L. (Coentro) associado ao aparelho de LED. Os testes
antibacterianos e modulatorios foram realizados pelo método de microdiluicdo combinado as
luzes do aparelho de LED frente linhagens bacterianas padrdo e resistente. Todos os testes
foram realizados em triplicata e submetidos a andlises estatisticas. O teste de avaliagdo
antibacteriano apresentou Concentragéo Inibitoria Minima (CIM) > 512 ug/mL. Na avaliacdo
da atividade moduladora da resisténcia bacteriana & aminoglicosideos associados ao aparelho
de LED, no que se refere a utilizacdo do antibidtico amicacina, foi observado antagonismo
frente ambas as espécies analisadas. Em relagdo a S. aureus e 0 uso da gentamicina, a
associacdo do antibiético com o LED, bem como a associa¢do do antibiético com o 6leo
essencial de C. sativum e o LED apresentaram resultados sinérgicos, com excecdo da
Gentamicina + LED azul que nédo apresentou acdo modulatdria. Frente as cepas de E. coli, foi
observado efeito sinérgico nas associa¢@es: Gentamicina + luzes de LED; Gentamicina +
OECs + luzes de LED. Com excecdo da Gentamicina + LED azul e Gentamicina + LED
amarelo que apresentaram resultados antagonistas, e a associagdo Gentamicina + OECs +
LED vermelho que ndo apresentou acdo modulatoria. Esses dados podem contribuir para a
realizacdo de novos estudos, favorecendo a elaboragcdo de novas medidas terapéuticas para o
tratamento de infeccdes bacterianas, oferecendo uma alternativa para o controle de bactérias
resistentes aos antibidticos, por meio do efeito sinérgico proposto no projeto.

Palavras-chave: Coriandrum sativum. Ledterapia. Modulagdo. Resisténcia bacteriana.

ANTIBACTERIAL AND MODULATORY ACTIVITY OF ESSENTIAL OIL OF
Coriandrum sativum L. (CORIANDER) ASSOCIATED WITH THE LED DEVICE

SILVA, Andressa Bezerra da, MATIAS, Edinardo Fagner Ferreira
ABSTRACT

The present project consisted in evaluating the antibacterial and modulatory activity of the
essential oil of Coriandrum sativum L. (Coriander) associated with the LED apparatus. The
antibacterial and modulatory tests were performed by the microdilution method combined
with the lights of the LED apparatus against standard and resistant bacterial strains. All tests
were performed in triplicate and submitted to statistical analysis. The antibacterial test showed
a Minimum Inhibitory Concentration MIC > 512 pg/mL. In the evaluation of the modulating
activity of the bacterial resistance to the aminoglycosides associated with the LED apparatus,
regarding the use of the antibiotic amicacin, antagonism was observed against both species
analyzed. In relation to S. aureus and the use of gentamicin, the association of the antibiotic
with the LED, as well as the association of the antibiotic with the essential oil of C. sativum
and the LED presented synergic results, with the exception of Gentamicin + blue-LED that
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did not presented a modulatory action. While the use of gentamicin against E. coli, associated
with LED, and with OECs and LED presented synergic results, with the exception of
Gentamicin + blue-LED and Gentamicin + yellow-LED that presented antagonistic results,
and the association Gentamicin + OECs + Red-LED that did not present modulatory action.
These data may contribute to new studies, favoring the development of new therapeutic
measures for the treatment of bacterial infections, offering an alternative for the control of
bacteria resistant to antibiotics, through the synergic effect proposed in the project.

Keyword: Coriandrum sativum. Ledtherapy. Modulation. Bacterial resistance.

1 INTRODUCAO

Coriandrum sativum L. (C. sativum), pertencente a Familia Apiaceae, popularmente
conhecida como coentro, é descrita na literatura como uma das ervas mais utilizadas como
plantas medicinais; possuindo 6leos essenciais (OEs) principalmente em suas folhas e frutos.
Os OEs e extratos provenientes de plantas aromaéticas e especiarias tém sido altamente
aplicados na conservacdo de alimentos, na medicina alternativa, em terapias naturais e na
producdo de produtos farmacéuticos (AYEGORO; OKOH, 2009; CHRISTAK et al., 2012;
MANDAL; MANDAL, 2015).

Este produto natural confere a essa especiaria fungdes farmacoldgicas, tais como a¢bes
antioxidantes, antidiabéticas, hepatoprotetoras, anti-hiperlipidémicas, antifungicas e
principalmente antibacterianas; onde o mesmo desempenhou, por meio do sinergismo com
antibidticos convencionais, efeito bactericida contra bactérias Gram-positivas e Gram-
negativas (AL-SNAFI, 2016; ASGARPANAH; KAZEMIVASH, 2012; LARIBI et al., 2015;
LUNA, 2016; SILVA et al., 2011).

Uma técnica de terapia fotodindmica antimicrobiana usualmente utilizada para reducéo
fangica e bacteriana é o Diodo Emissor de Luz (LED), eficaz em infeccdes localizadas na
pele, de pouca profundidade e com flora conhecida. Indicado na prética clinica por ser
eficiente na terapéutica de diversas doencas. Quando associado com um composto de origem
natural, mesmo em pouca quantidade, a técnica demonstrou efetividade na fotossensibilizacdo
letal de microrganismos (ALVES, 2011; DOURADO et al., 2015; SIQUEIRA et al., 2009;
WILSON, 2004).

O ¢leo de coentro por ser um efetivo agente bactericida de patdgenos associados as
infeccOes alimentares e hospitalares, pode sugerir a elaboragdo de novas formulagdes
antibacterianas tendo como base seu 6leo essencial; sugerindo uma nova abordagem de

controle bacteriano por meio do efeito sinérgico da associacdo dos antibioticos com os



componentes da planta. Este efeito pode ser ainda potencializado quando associado ao
aparelho de LED.

Diante das informagdes expostas, 0 presente estudo consistiu na avaliacdo da atividade
antibacteriana e modulatdria do 6leo essencial de Coriandrum sativum L. quando associado

ao aparelho de LED.

2 METODOLOGIA

2.1 TIPO DE ESTUDO

O presente trabalho foi realizado de um estudo experimental, de carater qualitativo e

quantitativo.

2.2 SELECAO, COLETA E IDENTIFICACAO DO MATERIAL VEGETAL
As folhas de Coriandrum sativum L. foram obtidas no municipio de Caririagu, Cear3,
Brasil. O material vegetal foi adquirido em casa de produtos agricolas, posteriormente

identificado e preparado uma exsicata da espécie que sera depositada no Herbario Caririense
Dérdano de Andrade-Lima da Universidade Regional do Cariri (URCA).

2.3 OLEOS ESSENCIAIS

2.3.1 Extracdo do 6leo essencial
Amostras das folhas foram submetidas ao processo de hidrodestilagdo, durante duas
horas em um aparelho do tipo Clevenger (MATQOS, 1999). O o6leo essencial obtido foi

recolhido e, em seguida, foi retirada a umidade com sulfato de soédio 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 solucéo inicial, o dleo essencial foi solubilizado em dimetilsulfoxido
(DMSO0), sendo observadas as seguintes propor¢fes: 10mg de 6leo solubilizados em 1mL
DMSO, para obter uma concentracdo inicial de 10 mg/mL. Em seguida, esta solucdo foi
diluida em agua destilada atingindo concentragdo de 1024pug/mL e reduzindo a concentragio
de DMSO para 10% e a partir desta, efetuaram-se dilui¢des seriadas 1:2. No qual, o DMSO
apresentou concentragdo < 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 antibiéticos

Bactéria Origem Perfil de Resisténcia

Staphylococcus aureus SA358 Ferida Oxa, Gen, Tob, Ami, Can, Neo, Para,
Cirargica  But, Sis, Net
Staphylococcus aureus ATCC25923 INCQS Auséncia de resisténcia

Escherichia coli EC27 Ferida Ast, Ax, Amp, Ami, Amox, Ca, Cfc, Cf,
Cirargica  Caz, Cip, Clo, Im, Can, Szt, Tet, Tob
Escherichia coli ATCC10536 INCQS Auséncia de resisténcia

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 10%). Todos os meios de cultura foram preparados segundo as especificacfes

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 0 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. Suspensfes com crescimento bacteriano foram diluidas em BHI em
concentracdo de 10% até a obtencéo de 10° céls/mL (JAVADPOUR et al., 1996).

2.7 DETERMINACAO DA CONCENTRACAO INIBITORIA MINIMA (CIM)

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

2.7.1 Execucdo e leitura dos ensaios

Em cada cavidade com 100 puL do meio de cultura, uma amostra de suspensdo
bacteriana foi diluida na proporcdo 1:10. Controles negativos com o meio de cultura,
controles positivos (meio + inoculo) e controles de inibicdo utilizando solugdo em
concentracdo de 512 a 8 pg/mL estiveram incluidos nos ensaios. As placas de microdiluigdo
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 col6nias 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) cujo periodo de exposicdo as luzes foi de
10 minutos (KORELO et al., 2013). As placas, ap0s exposicdo ao LED, foram incubadas a
35°C por 24 horas. Para evidenciar a CIM das solugdes frente as linhagens bacterianas, ap6s a
incubagdo 20 pL da solucdo indicadora de resazurina sodica foram adicionadas em cada
cavidade e as placas passaram por um periodo de incubacdo de 1 hora em temperatura
ambiente. 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

concentragdo capaz de inibir o crescimento bacteriano, evidenciado pela cor azul inalterada.


file:///D:/b/Tese%20-%20Defesa%20para%20correção.doc%23_ENREF_57

Os ensaios foram realizados em triplicata (JAVADPOUR et al., 1996; MANN; MARKHAM,
1998; PALOMINO et al., 2002).

2.8 AVALIACAO DA INTERFERENCIA DO OLEO ESSENCIAL SOBRE A
RESISTENCIA AOS ANTIBIOTICOS

Para avaliar o Oleo essencial como modulador da resisténcia bacteriana, a CIM de
antibioticos pertencentes a classe de aminoglicosideos foi avaliada na presenca e na auséncia
do o6leo em placas de microdiluicdo estéreis. Os antibidticos foram avaliados nas

concentragdes variando de 512 a 0,5ug/mL.

2.8.1 Execucéo e leitura dos ensaios

A realizacdo da atividade moduladora do antibiético foi realizada com os antibioticos
Amicacina e Gentamicina, a partir da utilizacdo das cepas bacterianas multirresistentes onde a
concentragdo correspondeu a 1.024 ug/mL. Os antibidticos foram diluidos em um volume de
100uL seriadamente nos pogos contendo o meio de cultura BHI e a suspensdo com o indculo
da cepa multirresistente, com o produto natural na concentra¢do subinibitoria (CIM/8)
(COUTINHO et al., 2010). 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) cujo periodo de exposicao as luzes foi de 10 minutos (KORELO et al.,
2013). Apos exposicdo ao LED as placas foram incubadas por 24 horas 35 + 2 °C. Apos a
incubacdo foi utilizada a resazurina sdédica, como citado anteriormente no teste de
determinacdo da CIM, para evidenciar a atividade moduladora. Todos os testes foram

realizados em triplicatas para que fossem posteriormente submetidos a analise estatistica.
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2.9 EQUIPAMENTO 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 combinacgdo dessas cores. Cada placa recebeu irradiacdo por

um periodo de dez minutos com luz azul, amarela e vermelha.

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, e aplicando
a formula de média geométrica e calculo do desvio obtendo dados paramétricos e possiveis de
submissdo a analise estatistica e teste de significancia. Na analise estatistica, os dados
expressos pela média geométrica e desvio padrdo foram submetidos a analise de variancia
(ANOVA), seguida pelo teste de significancia Bonferroni, considerando diferenca

significativa para quando p < 0,05, utilizando o software GraphPad Prisma 5.0.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

O teste de avaliacdo da atividade antibacteriana com determinacdo da Concentracéo
Inibitéria Minima (CIM), utilizando o 06leo essencial das folhas de C. sativum (OECs),
indicou que a CIM ¢é > 512 pg / mL para ambas as cepas analisadas. Esse resultado indica que
0 mesmo ndo apresenta uma atividade antibacteriana clinicamente relevante.

Diferentemente dos resultados encontrados por Delaquis et al. (2002) onde o OECs
mostrou-se eficaz na inibicdo de cepas de S. aureus e E. coli, o autor atribui essa a¢do a
presenca de cadeia longa de alcoois e aldeidos presentes na composi¢do quimica do 6leo
analisado. Uma vez que a acdo antibacteriana esta atribuida aos compostos quimicos presentes
na especiaria.

Diversos fatores podem influenciar sua eficacia, como o fato de que a composi¢do dos
Oleos essenciais € inerente a cada uma das diversas espécies, sofrendo influéncia majoritaria
das condicbes culturais e ambientais, bem como do processo de colheita e pds-colheita —
como armazenamento. (MANDAL; MANDAL, 2015). Além das folhas e sementes possuirem

acOes distintas, tendo em vista que apresentam substancias e quantidades diferentes dos
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mesmos compostos (AL-SNAFI, 2016; BHUIYAN; BEGUM; SULTANA, 2009; CAPUTO
etal., 2016; SRITI et al., 2014).

No estudo realizado por Santos (2014) refere-se ao fato de que o teor das substancias
varia de acordo com o estado de maturacdo da planta, encontrando-se uma elevacao de 50%
da substancia nos frutos maduros quando comparados com os verdes. Sriti et al. (2014) sugere
ainda que a variabilidade quantitativa da composicdo dos Gleos essenciais sofre grande
influéncia dos diferentes tamanhos das plantas e dos variados métodos de escolha para
obtencéo do dleo.

H& muitas possibilidades de aplicacdo dos Oleos essenciais de C. sativum em
associacdo com antibidticos, oferecendo novas alternativas para o tratamento de infeccGes
bacterianas (LARIBI et al., 2015). Luna (2016) relatou que C. sativum desempenhou acéo
bacteriostatica contra bactérias Gram-positivas e Gram-negativas, exercendo efeito
bactericida para algumas, por meio do sinergismo com antibiéticos convencionais (ALVES et
al., 2016; ASGARPANAH; KAZEMIVASH, 2012; TRAJANO et al., 2009; TESHALE;
HUSSIEN; JEMAL, 2013; THOMPSON et al., 2013).

Na avaliacdo da atividade moduladora da resisténcia bacteriana a aminoglicosideos
associados ao aparelho de LED representadas pelos gréficos 1 e 2, nota-se que, no que se
refere a utilizacdo do antibi6tico amicacina, tanto a associagdo do mesmo com o LED, como
na sua utilizacdo com o OECs e as luzes do LED, foi observado antagonismo frente & ambas
as espécies analisadas.

Em relacdo a S. aureus e 0 uso da gentamicina, observa-se no grafico 1 que a
associacao do antibidtico com as luzes de LED, bem como a associagdo do antibidtico com o
6leo essencial de C. sativum e as luzes de LED apresentaram resultados sinérgicos, com
excecdo da Gentamicina + LED azul, onde esta associacdo mostrou-se indiferente, nédo

apresentando acdo modulatéria.
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Grafico 1: Representacdo da atividade moduladora do OECs combinado a
aminoglicosideos e luzes de LED frente S. aureus.
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Fonte: Primaria, (2018).

Em relacdo a E.coli e 0 uso da gentamicina, observa-se no grafico 2 que a associacao
do antibiético com as luzes de LED, bem como a associacdo do antibidtico com o OECs e as
luzes de LED apresentaram resultados sinérgicos, com excecdo da Gentamicina + LED azul e
Gentamicina + LED amarelo que apresentaram resultado antagonista, e a associacdo
Gentamicina + OECs + LED vermelho que ndo apresentou acdo modulatoria.



13

Gréfico 2: Representacdo da atividade moduladora do OECs combinado a
aminoglicosideos e luzes de LED frente E. coli.
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Fonte: Primaria, (2018).

No estudo desenvolvido por Trajano et al. (2009), resultados modulatérios foram
observados ao utilizar o OECs, onde o mesmo apresentou acdo efetiva na inibicdo do
crescimento de cepas de E. coli e S. aureus, através da técnica de disco-difusdo. Thompson et
al. (2013), avaliou o extrato da folha de C. sativum, também por meio desta técnica, onde 0s
resultados demonstraram atividade antibacteriana contra E. coli.

No estudo desenvolvido por Teshale; Hussien; Jemal (2013), o OECs desempenhou
acao bacteriostatica contra E. coli, onde este foi 0 microrganismo mais sensivel ao 6leo que
apresentou acdo equivalente & CIM da gentamicina. Por outro lado, S. aureus apresentou-se
pouco sensivel ao dleo.

Silva et al. (2011) relataram que C. sativum apresentou uma potente atividade
antibacteriana contra bactérias Gram-positivas e Gram-negativas. O estudo avaliou, através de
citometria de fluxo, algumas funcdes celulares em ambos os tipos de bacterias, permitindo
conhecer que o modo de acdo do Oleo é parecido para ambas. O mecanismo decorre

principalmente da alteracdo da permeabilidade da membrana, com posterior morte celular,
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resultante do comprometimento de suas funcdes celulares, como potencial de membrana,
bomba de efluxo e atividade respiratoria.

Seus resultados demonstram que, em geral, as bactérias gram-positivas testadas
apresentaram menor susceptibilidade a acéo antibacteriana do 6leo, do que as bactérias Gram-
negativas. Isto porqué o linalol, substancia majoritaria dos dleos essenciais oriundos de C.
sativum, tem a capacidade de causar a ruptura da membrana das Gram-negativas, enquanto
que as Gram-positivas — devido a espessura da parede celular, apresentam maior resisténcia
(SILVA et al., 2011).

O Diodo Emissor de Luz é descrito como uma técnica promissora para a reversao da
resisténcia bacteriana quando combinado a uma terapia antimicrobiana adequada. A literatura
apresenta resultados sinérgicos obtidos com a luz azul do LED, onde os autores atribuem essa
acao ao estresse oxidativo induzido por meio desta terapia fotodinamica (LIRA et al., 2012;
MOREIRA, 2009).

Os resultados antagbnicos e indiferentes obtidos no presente estudo podem ser
atribuidos a influéncia da intensidade de irradiacdo, comprimento de onda e o tempo de
exposicao as luzes de LED, cujas condicdes interferem nos efeitos biologicos causados pela
metodologia utilizada (BAROLET, 2008).

4 CONCLUSAO

Os dados obtidos nesse estudo demostraram que o 6leo essencial das folhas de
Coriandum sativum L. associado as luzes de LED apresentaram potencial antibacteriano
clinicamente irrelevante. Porém, evidenciou efeito modulador da resisténcia bacteriana, em
algumas combinacBes com antibiodticos e luzes de LED. Portanto estes resultados podem
contribuir para a realizacdo de novos estudos, favorecendo a elaboracdo de novas medidas
terapéuticas para o tratamento de infecgOes bacterianas, oferecendo uma alternativa para o
controle de bactérias resistentes aos antibidticos, por meio do efeito sinérgico proposto no

artigo.
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