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ATIVIDADE ANTIBACTERIANA E MODULATORIA DO a-PINENO ASSOCIADO
AO APARELHO DE LUZ LED

Gabriella Souza Nicolau !, Livia Maria Garcia Leandro 2

RESUMO

O presente trabalho teve como objetivo avaliar a atividade antibacteriana ¢ modulatéria do a-
pineno quando associada ao aparelho de LED (Diodo emissor de luz) frente a cepas
bacterianas multirresistentes Escherichia coli 27 e Staphylococcus aureus 358. O composto
foi obtido por recursos préprios através da empresa Sigma Aldric, a técnica utilizada foi
através do contato gasoso e a modulagdo com antibioticos e luz LED azul para determinacao
da atividade antibacteriana. Com o composto utilizado foi possivel observar sinergismo
guando associado aos antibidticos da classe das Quilonas (Ciprofloxacina, Norfloxacina),
Aminoglicosideos (Amicacicina, Gentamicina) e Beta Lactamicos (Oxacilina) frente as cepas
multirresistentes de Staphylococcus aureus e Escherichia coli. Os resultados encontrados
mostraram que o composto a-pinene tem acdo sinérgica quando associado aos antibioticos
convencionais, a oxacilina teve atividade satisfatdria frente a cepa de E.coli e amicacina frente
a cepade S. aureus.

Palavras-chave: Atividade bacteriana. a-pineno. Resistencia. E.coli. S.aureus

ANTIBACTERIAL AND MODULATORY ACTIVITY OF a-PINENE ASSOCIATED
WITH THE LED DEVICE
ABSTRACT

The present work aimed to evaluate the antibacterial and modulatory activity of a-pinene
when associated to the LED device (light-emitting diode) against multi-resistant bacterial
strains Escherichia coli 27 e Staphylococcus aureus 358. The compound was obtained by
means of the Sigma Aldric company, the technique used was through the gaseous contact and
the modulation with antibiotics and blue LED light to determine the antibacterial activity.
With the compound used, it was possible to observe synergism when associated with the
antibiotics of the class of Quilonas (Ciprofloxacin, Norfloxacin), Aminoglycosides
(Amicacicina, Gentamicina) and Beta Lactamic (Oxacillin) against the multiresistant strains
of Staphylococcus aureus and Escherichia coli. The results showed that the a-pinene
compound has synergistic action when associated with conventional antibiotics, oxacillin had
satisfactory activity against E. coli strain and amicacin against S. aureus strain.

Key words:. Bacterial activity. a-pinene. Resistance E. coli. S.aureus.

1 Discente do curso de Biomedicina do Centro Universitario doutor Ledo Sampaio _
2 Professora Especialista em microbiologia do Centro Universitario Doutor Ledo Sampaio - UNILEAO



INTRODUCAO

Os 6leos essenciais sdo utilizadas pela populacdo ha décadas como forma de controle e
prevencdo de doencas. Os 0leos podem ser extraidos a partir das folhas, flores, frutos, caule,
sementes e raizes, a grande variancia de compostos dado a esses 6leos diversas finalidades, um
exemplo é o poder bactericida que muitos possuem que podem ser usados como substancias
fitoterapicas (ORTEGA-VEGA et.al, 2017).

O a-pineno é um composto monoterpeno encontrado em diversos 0leos essenciais
volateis e em plantas como a malva-santa e o eucalipto encontados no Nordeste do Brasil e
que possuem atividade miorrelaxantes essenciais em distarbios intestinais e respiratorios
(JUCA 2007; FARIAS et al 2017).

A espécie bacteriana Escherichia coli é a principal responsavel pelas infec¢bes do
trato urinario (ITU) atingindo principalmente individuos susceptiveis como criangas, idosos e
gestantes, € também responsavel por grande parte das infeccGes hospitalares apresentando
resisténcia as grandes classes de medicamentos disponiveis na rede publica de tratamento
(KORB et al., 2013).

Staphylococcus aureus € um dos importantes patdégenos a desenvolver resisténcia
bacteriana, sdo microrganismos que habitam normalmente cavidades, como fossas nasais e
pele, e que devido a alguma abrasdo migram de seu local de origem e dao inicio desde
simples infeccbes até complicagbes mais graves, principalmente em pacientes
imunocomprometidos, além disso sdo frequentemente relacionados a infeccGes hospitalares
(LIMA et al., 2015).

A resisténcia bacteriana aos antibioticos é um problema bastante preocupante, isso
ocorre pela alta taxa de replicacdo de células bacterianas, assim como a sua facil adaptacédo
aos mais diferentes locais, sdo partes inseparaveis do ser humano, encontradas em diversos
lugares fazem importante papel na sua protecdo. O uso abusivo e a venda indiscriminada de
medicamentos como a classe dos antibioticos € um dos principais fatores de mecanismo de
resisténcia bacteriana, mecanismo usado como forma de protecdo e de sobrevivéncia
(SANTOS DE QUEIROZ, 2004)

Light Emithing Diodes (LED) é uma luz emitida em baixa intensidade que pode
interagir com os tecidos bioldgicos e gerar resposta, quando posta frente a cepas bacterianas

sua acao muitas vezes € positiva causando a morte bacteriana. Seu uso ainda é pouco visto no



meio clinico mas estudos mostram bons resultados, deixando claro que seu uso podera ser
bem promissor (MATIAS et al., 2018; SANTOS 2018).

Sabendo-se que o 6leo extraido de uma planta e que possui poder antibacteriano atua
assim no tratamento de algumas doencas, quando associado ao uso de LED podera ter
resultados significativos frente a cepas bacterianas multirresistentes. Por isso o presente
estudo tem como objetivo avaliar a atividade antibacteriana e modulatéria do a-pineno

associada ao uso do aparelho de LED.

METODOLOGIA

O trabalho trata-se de um estudo experimental, de carater qualitativo e quantitativo,
onde os resultados serdo submetidos a analise estatistica com testes de significancia.

Foi utilizado o fitoconstituinte (+) — o — pineno, obtido da empresa Sigma-Aldrich do
Brasil Ltda., situada em S&o Paulo, sendo adquirido com recursos préprios. O meio de
cultura foi adquirido de HIMEDIA, India o Brain Heart Infusion — BHI (concentracédo
indicada pelo fabricante e 10%). O meio de cultura foi preparado segundo as especificacdes
do fabricante e esterilizado em autoclave de vapor quente.

O aparelho utilizado durante o procedimento experimental Light Emithing Diodes
(LED), que é um diodo emissor de luz, da marca NEW Estética®, o qual possui 0s espectros
de luz vermelha, azul e amarela, permitindo também a combinacdo destas cores. A luz a ser
utilizada a azul tem comprimento de onda pré-determinado pelo aparelho, de 415nm.

Foram utilizadas as linhagens multirresistentes de isolados clinicos Escherichia coli
27 e Staphylococos aureus 358. As linhagens foram mantidas em Agar infusdo de coracao
(HIA). Para realizacdo dos testes, as linhagens suspendidas em tubo de ensaio com agua
destilada para obter uma suspensdo com turvacdo equivalente a 0,5 da escala de McFarlland
(1 x 108 UFC/mL).

Para realizacdo da semeadura dos microrganismos, usou-se placas de Petri contendo
Brain Heart Infusion (BHI) Agar. Discos de papéis filtro semelhantes aos de antibiograma
fordo colocados no centro de cada placa sobre o semeio e 10 puL dos produtos a ser testados
serdo acrescentados na tampa das placas, foram realizadas diluicbes do composto nas
diluicbes de 1:1, 1:2, 1:4 e 1:8. Para determinagdo dos halos de inibicéo, as placas foram
incubadas na estufa a 37°C por 24 horas. Os testes foram realizados em triplicata e para

determinacdo dos halos utilizado uma régua milimetrada. Para a realizacdo atividade



moduladora por contato gasoso em placas de Petri contendo BHI, foi usado a metodologia
modificada por (INOUYE; TAKIZAWA; YAMAGUCHI, 2001). Utilizados discos de
antibioticos: amicacina, gentamicina, oxacilina, norfloxacina e ciprofloxacina. As placas
foram invertidas ¢ 10 uL do 6leo essencial acrescentados nas tampas, permitindo que a partir
da volatilizacdo ocorra a interacdo com os discos. Outras placas foram preparadas sem o 6leo
para posterior comparacao entre placas somente com os antibidticos e placas com antibi6ticos
e 6leo essencial. Para determinacdo dos halos de inibicao, as placas serdo incubadas na estufa
a 37°C por 24 horas. Os testes serdo realizados em triplicata e para determinacdo dos halos
sera utilizada uma régua milimetrada.

As placas foram submetidas & luz de LED azul durante dez minutos cada uma, as
placas controles onde foram adicionado apenas os discos de antibioticos ndo serdo submetido
a luz e incubadas a 35 + 2 ° C, durante 24h. Os testes realizados em triplicata e para
determinacdo dos halos foi utilizada uma régua milimetrada.

Os resultados foram expressos em média aritmética + desvio padrdo, avaliados
estatisticamente através da andlise de variancia (ANOVA) seguido pelo pos-test Bonferroni
utilizando o software GraphPad Prism. Onde as diferencas consideradas significativas quando
p <0,05.

RESULTADOS E DISCUSSAO

O aumento de patdgenos oportunistas vem se intensificando cada vez mais, com isso
se faz necessario estudos que comprovem que compostos tenha acdo positiva contra esses
microrganismos (COLARES et al., 2018). Apds a realizagdo e obtencdo dos resultados para
determinacdo do halo foi visto que ndo houve inibi¢do do crescimento bacteriano das cepas
multirresistentes de Staphylococcus aureus e Escherichia coli. Visto isso, mostra que o
composto a-pineno ndo apresentou atividade antibacteriana consideravel frente a esses
microrganismos.

O efeito terapéutico de alguns compostos deve-se muitas vezes a principios ativos
presentes nele e que de acordo como é feito seu manuseio e a que cepas vVao Ser expostos a sua
capacidade antibacteriana pode ser perdida (SOUZA et al., 2016).

O gréafico 1 a seguir mostra os testes de disco difuséo utilizando 6 tipos de antibioticos
Ciprofloxacina, Norfloxacina, Amicacicina, Gentamicina e Oxacilina e associado ao

composto a-pinene e expostos ao aparelho de LED azul.



GRAFICO 1: Modulagdo dos antibidticos associado ao composto a-pineno combinado com
luz de LED azul.
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E.coli S.aureus

A fototerapia com luzes de LED vem cada vez mais sendo usada é uma terapia com
grande potencial antibacteriano a luz azul se mostra potencialmente promissora frente cepas
bacteriana, Estudos mostram que a luz de LED azul revelou resultados inibitérios contra
cepas bacterianas e as que nao foram inibidas tiveram resultados diferentes e significativos
qguando comparado as placas controle (GALO et al., 2018).

Entre a diversidade de classes de antibioticos os aminoglicosideos € a classe com
maior interferéncia a resisténcia microbiana, devido a a¢bes mutagénicas ou estruturais nas
enzimas bacterianas (SOBRAL et al., 2016).

Na associacdo da cepa S. aureus com o aminoglicosideo amicacina mostrou
resisténcia bacteriana ao antibiotico, mas quando associada ao antibidtico, o composto e a luz
de LED observou-se sinergismo. Resultados semelhantes foram encontrados na associa¢do do
antibidtico oxacilina, o composto e a luz de LED frente a cepa bacteriana multirresistente de
E. coli. Mostrando assim resultados clinicamente significativos diante das cepas bacterianas
multirresistentes S. aureus e E.coli.

Muitos sdo os mecanismos envolvidos para a resisténcia bacteriana, um deles esta
referentemente envolvido a sua estrutura como, a parede das bactérias Gram negativa que ja
possui mecanismos em sua membrana externa polissacaridica onde os farmacos nao
conseguem atravessar essa parede o que impede sua chegada ao local de acéo. Os valores ndo
significantes dos medicamentos frente a cepa bacteriana de E. coli pode ser explanado por sua

estrutura de membrana que devido a sua larga camada de polissacarideo impediu que o



farmaco mesmo associado ao composto e a luz de LED nédo teve acdo farmacoldgica
significativa, com exce¢do da amicacina que apresentou resultado significante (SANTOS,
RIBEIRO, 2016).

Segundo Soares e Pereira (2016) a cepa bacteriana de S. aureus pode apresentar
resisténcia a classe de medicamento das penicilinas. Porém, o mesmo ndo ocorreu, pois 0
antibidtico oxacilina, que faz parte da classe de medicamento das penicilinas teve resultado
clinicamente significante, quanto aos outros testados nao se teve valores significantes.

A classe de medicamento das quinolonas faz parte das maiores interacfes
medicamentosas descritas em alguns estudos, isso pode causar desde riscos ao paciente e
principalmente  ocasionar resisténcia bacteriana incluido a ciprofloxacina e a
norfloxacia(WEBER et al., 2012). Os aminoglicosideos ¢ uma das classes de medicamentos
mais importantes pois além de eficazes sdo de baixo custo com isso se tornam a classe mais
usada no mundo, a partir disso a resisténcia bacteriana dessa classe é muito comum
justamente por sua grande utilizacdo muitas vezes discriminada (OLIVEIRA, CANEDO,
ROSSATO, 2002)

O uso de compostos naturais concomitantemente associado a medicamentos cresce
muito rapidamente com o intuito de melhorar seu efeito, em alguns casos 0s compostos
podem atuar inibindo ou intensificando seu efeito (OLIVEIRA et al., 2006). Nesse estudo
foram realizados testes onde foi avaliado a acdo do composto a-pineno com diluigdes
diferentes onde foram testados o composto puro, e nas diluicdes de 1:1, 1:2, 1:4 e 1:8 frente as
cepas bacterianas multirresistente citadas acima, o resultado obtido foi resisténcia em todas as
diluigdes.

Os resultados obtidos do composto quando utilizado individualmente ndo mostrou
resultados significativos pois todos tiveram resisténcia mesmo nas diferentes dilui¢es. Porem
houve uma maior atividade quando associou o antibiotico junto do composto exposto a luz de
LED onde houve um sinergismo quanto ao antibi6tico amicacina frente a E.coli, pois quando
apenas usado o antibiético foi verificado resisténcia. Isso ocorreu também nessa mesma
associacdo com o antibiotico oxacilina frente a S. aureus que mostrava resisténcia apenas com

o0 antibiotico e mostrou 0 aumento do halo quando associado.

CONCLUSAO
Demonstrou-se com base nos resultados que o composto a-pinene quando associada a

luz de LED e a antibidticos convencionais como a amicacina e oxacilina possui agédo
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modulatéria frente as cepas multirresistentes Escherichia coli e Staphylococcus aureus
respectivamente. Esse resultado colabora para futuras pesquisas que tenham o objetivo de
elucidar os efeitos de associa¢cdes medicamentosa e produtos naturais no controle de infeccGes

bacterianas.
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