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ATIVIDADE ANTIBACTERIANA E MODULADORA DO C')I:EO ESSENCIAL DAS
FOLHAS DE Rosmarinus officinalis (Alecrim) EM ASSOCIACAO COM O LED AZUL

Yanka Emille Lima Silva de Almeida'; Rakel Olinda Macedo da Silva?

RESUMO

O presente estudo teve como objetivo avaliar a acdo antibacteriana e moduladora do 6leo
essencial das folhas de Rosmarinus officinalis (Alecrim) associados a luz de LED azul. A
extracdo do dleo essencial das folhas frescas de Rosmarinus officinalis foi realizada pelo
método de hidrodestilacdo. A atividade frente Staphylococcus aureus e Escherichia coli, e 0
potencial modulador dos 6leos em combina¢Ges com os antibidticos aminoglicosideos
(amicacina e gentamicina) e a luz de LED foi realizado através da metodologia de
microdiluicdo. A avaliacdo da atividade antibacteriana frente as bactérias de linhagens padréao
(Escherichia coli ATCC 25922 e Staphylococcus aureus ATCC 259230 e multirresistentes
(Escherichia coli 06 e Staphylococcus aureus 10), onde foram testadas para determinacgéo da
concentracdo inibitéria minima (CIM), o efeito antibacteriano associado aos aminoglicosideos
e da luz de LED azul também foi determinado. Foi possivel observar que o 6leo ndo teve
efeito antibacteriano para as cepas analisadas, ja na atividade modulatéria pode se observar
gue guando junto com os antibioticos testados teve efeito significativo frente as bactérias
multirresistentes de Escherichia coli e Staphylococcus aureus. Entretanto, é necessario que
sejam feitos estudos mais aprofundados com o Rosmarinus officinalis utilizando outros tipos
bactérias e outros de antibidticos a fim de potencializar seus efeitos.

Palavra- chave: Antibacteriana, Escherichia coli, LED azul, Modulacdo, Rosmarinus
officinalis, Staphylococcus aureus.

ANTIBACTERIAL AND MODULATOR ACTIVITY OF THE ESSENTIAL OIL OF
THE LEAVES OF Rosmarinus officinalis (Rosemary) IN ASSOCIATION WITH THE
BLUE LED

ABSTRACT

The present study aimed to evaluate the antibacterial and modulatory action of the essential
oil of Rosmarinus officinalis (Alecrim) leaves associated with blue LED light. The extraction
of the essential oil from fresh leaves of Rosmarinus officinalis was carried out by the
hydrodistillation method. The activity against Staphylococcus aureus and Escherichia coli,
and the potential modulator of the oils in combination with aminoglycoside antibiotics
(amikacin and gentamicin) and LED light was performed through the microdilution
methodology. The evaluation of the antibacterial activity against bacteria of standard strains
(Escherichia coli ATCC 25922 and Staphylococcus aureus ATCC 259230 and multiresistants
(Escherichia coli 06 and Staphylococcus aureus 10), where they were tested for minimum
inhibitory concentration (MIC), The associated antibacterial effect aminoglycosides and the
blue LED light was also determined. It was possible to observe that the oil did not have an
antibacterial effect for the analyzed strains; in the modulatory activity it can be observed that
when, together with the antibiotics tested, it had a significant effect against the multiresistant
bacteria of Escherichia coli and Staphylococcus aureus. However, further studies with
Rosmarinus officinalis using other types of bacteria and other types of antibiotics are needed
to potentiate their effects.



Key words: Antibacterial, Escherichia coli, Blue LED, Modulation, Rosmarinus officinalis,
Staphylococcus aureus.

1 INTRODUCAO

A resisténcia a antimicrobianos esta diretamente ligada ao abuso e uso indevido destes
agentes terapéuticos. O surgimento de bactérias multiresistentes € um grande problema de
salde publica, elas se reproduzem rapidamente e sdo a causa de infeccGes dificeis de tratar
devido as suas opcdes limitadas de tratamento (LAZOVSKI et al., 2018; SPELLBERG et al.,
2008).

Microrganismos do género Staphylococcus sédo cocos Gram positivos e podem causar
diversas infeccBes piogénicas em humanos e animais. Escherichia coli é um bacilo Gram
negativo, anaerobio facultativo e pertencente a familia Enterobacteriaceae. (ALENCAR et al.,
2015; DE PINHO et al., 2012; NATARO; KAPER, 1998).

O uso de plantas medicinais no tratamento de varias patologias tem despertado
bastante interesse na realizacdo de estudos com objetivo de isolar compostos com acéo
antibacteriana, buscando amenizar a resisténcia a antibiéticos, procurando também um
possivel sinergismo existente na associacdo com 0s mesmos. Por isso 0s 6leos essenciais de
produtos naturais apresentam-se bastante promissores, em consequéncia ao seu alto potencial
antibacteriano e modulador dessa resisténcia bacteriana (CIRINO, 2014; SILVA et al 2012).

O alecrim (Rosmarinus officinalis, Lamiaceae) é uma erva que cresce na bacia do
Mediterraneo. E cultivada em todo o mundo e tém sido amplamente utilizados na industria
alimenticia por causa da sua alta atividade antioxidante inerente. Além disso, tem sido usado
como uma erva medicinal, devido a atividades significativas contra muitas doengas. Nesse
sentido, as principais propriedades biologicas que foram atribuidas a esta planta sdo
principalmente hepatoprotetoras, antimicrobianas, antitrombdticas, antidiabéticas, diuréticas,
anti-inflamatorias, antioxidante e anticancerigena (PEREZ-FONS; GARZON; MICOL,
2009).

Uma outra alternativa para o tratamento de infec¢bes € o LED (Light Emitting Diode)
que sdo diodos de semicondutores que recebem uma corrente elétrica levando a emissao de
luz. Estudos mostram que a luz de LED leva a uma reducdo no nimero de bactérias presentes
em feridas. O mesmo produz uma poténcia de irradiagdo absolutamente segura, vem sendo

um recurso bastante promissor, pois se mostra muito eficaz na atuagcdo antibacteriana



(YAMADA,; DA SILVA; SCASNI, 2017; ZHANG, 2013; MOREIRA, 2009; MEYER, et al.,
2010).

A associacdo de produtos naturais, como Oleos essenciais, com equipamento
fototerapico pode representar uma nova alternativa para o combate das bactérias
multirresistentes (MATIAS, 2018). Tendo em vista isso, 0 objetivo deste estudo foi avaliar a
acdo antibacteriana e moduladora do Oleo essencial de Rosmarinus officinalis (OERO0)
associados a luz de LED azul frente as cepas bacterianas padrGes e multirresistentes de

Escherichia coli e Staphylococcus aureus.

2 METODOLOGIA

2.1 TIPO DE ESTUDO E COLETA DO MATERIAL VEGETAL

Este trabalho trata-se de um estudo experimental de carater quantitativo, no qual, as
folhas de Rosmarinus officinalis foram coletadas no municipio de Juazeiro do Norte, Ceara,

Brasil, municipio com clima Tropical Quente Semi-arido Brando no més de marco de 2019.

2.2 EXTRACAO DO OLEO ESSENCIAL DAS FOLHAS DE Rosmarinus officinalis

A extracdo do oOleo essencial das folhas frescas de Rosmarinus officinalis foi realizada
pelo método de hidrodestilacdo utilizando o aparelho tipo Clevenger, onde as folhas foram
trituradas e colocadas em um baldo de vidro de 5,0 L juntamente com de 2,5 L de agua
destilada, permanecendo em ebuli¢cdo por 2 horas. Foi adicionado sulfato de sodio anidro
(Na2S04) aos 6leos essenciais obtido e estes foram armazenados sob refrigeracdo (-4 °C) para

conservacao até a realizacéo das analises (MATOS et al., 1999).

2.3 ANTIBIOTICOS, MEIOS DE CULTURA E MICRORGANISMOS

Os antibidticos liquidos gentamicina e amicacina foram obtidos de LaborClin, Brasil.
Os meios de cultura Agar infusdo de coragdo (HIA) e Brain Heart Infusion (BHI) foram
adquiridos de HIMEDIA.

Os microrganismos utilizados nos testes foram obtidos atraves do Laboratorio de
Microbiologia e Biologia Molecular (LMBM) da Universidade Regional do Cariri (URCA).



Foram utilizadas linhagens padréo e resistentes das bactérias: Escherichia coli ATCC 25922,
Staphylococcus aureus ATCC 25923, Escherichia coli 06 e Staphylococcus aureus 10.

2.4 PREPARO DAS SUBSTANCIAS

Foram pesadas 10 mg (10.000 pg) do Oleo a ser testado e colocado em eppendorfs
individualizado, diluido em 0,5 mL de DMSO. Essa primeira solucdo foi colocada em um
tubo falcon e acrescentado mais 9,265 mL de &gua, perfazendo um total de 9,765 mL de
solugdo com concentracdo de 1024 pg/mL. Essa solugéo foi utilizada para os testes de CIM e
modulacdo. Os antibidticos utilizados no teste foram amicacina e gentamicina na

concentragdo inicial de 1024 pg/mL.

2.5 DETERMINACAO DA CONCENTRAGAO INIBITORIA MINIMA E MODULACAO
POR MICRODILUICAO

As culturas de bactérias foram semeadas em Placas de Petri contendo HIA e colocadas
na estufa a 37°C para crescimento por 24 horas. Apos esse periodo, foram coletadas amostras
de cada cultura microbiana e diluido em tubos de ensaio identificados, em triplicata. Apds
esse procedimento, foi comparada a turbidez da solugdo com o tubo 0,5 da escala de
McFarland.

Para avaliar a atividade antibacteriana foram adicionados 100 pl da solucdo final dos
indculos em cada po¢o da placa de microdiluicdo, e em seguida foi feita a microdiluicédo
seriada com a solugdo de 100 uL do 6leo, por coluna, variando nas concentracbes de 512
pg/mL no primeiro pogo a 0,5 pg/mL no ultimo pogo. As microdilui¢cdes foram realizadas em
triplicata. As placas foram levadas a estufa por 24 horas a 37 °C. A revelacdo da CIM
bacteriana foi feita utilizando-se a adi¢do de 25 puL de resazurina em cada pogo e observagdo
ocular apos 1 hora (NCCLS, 2003).

Para verificar a modulagdo do efeito antibacteriano foram utilizados antibioticos
gentamicina e amicacina frente as cepas testadas, através do método proposto por Coutinho et
al. (2008). Foram preparados tubos eppendorf contendo cada um deles as substancias em
volume correspondente a concentragdo sub-inibitoria (CIM/8), quantidade de BHI 10 %
variavel de acordo com o volume da concentracdo sub-inibitoria e 150 pL da suspensio
bacteriana (correspondente a 10% da solucdo). Para o controle foram preparados tubos
eppendorf com 1,5 mL de solug@o contendo 1.350 uL. de BHI (10 %) e 150 pL de suspensao

de microrganismos. A placa foi preenchida no sentido numerico adicionando-se 100 pL desta



solugdo em cada poco. Em seguida, foi feita a microdiluicdo seriada com 100 pL do
antibiodtico, As placas foram levadas a estufa por 24 horas a 37 °C e a revelacdo do resultado

foi feita através da resazurina.

2.6 AVALIACAO DA ATIVIDADE MODULADORA COM EXPOSICAO A LUZ DE LED
AZUL

O aparelho utilizado durante o procedimento experimental com LED foi o Light
Emithing Diodes- LED, da marca NEW Estética®. Foi utilizada a luz azul com um
comprimento de onda pré-determinado pelo aparelho de 415nm.

Para a realizag&o destes testes, inicialmente foram utilizadas as mesmas metodologias
referentes ao teste de avaliagdo da atividade antibacteriana e moduladora por contato direto.
Apods isso, as placas foram subdividas em dois grupos, onde o primeiro foi submetido a luz de
LED azul durante dez minutos e o segundo ndo foi submetido a luz de LED. As placas foram
incubadas a 37 °C, durante 24h. Os testes foram realizados em triplicata e para determinagéo
da CIM foi utilizada a resazurina sddica (PEREIRA et al., 2017)

2.7 ANALISE ESTATISTICA

Os dados foram analisados através do programa estatistico Graph Pad Prism 5.0 e
através de um teste ANOVA de duas vias, utilizando a média geométrica das triplicatas como
dado central e o desvio padrdo da média. Em seguida foi feito um teste de Bonferroni post hoc

(onde p < 0,05 € considerado significativo).

3 RESULTADOS E DISCUSSOES

Ao realizar o teste de Concentragdo Inibitoria Minima (CIM) do 6leo essencial de
Rosmarinus officinalis frente as linhagens padrdo e multirresistente de Escherichia coli e
Staphylococcus aureus foram obtidos resultados >1024pug/ml, apresentando uma atividade
antibacteriana ndo relevante clinicamente.

Segundo Hussain et al. (2010) o 6leo essencial (OE) das folhas de R. officinalis exibiu
variada atividade antibacteriana para Staphylococcus aureus (CIM 0.30 + 0.01 mg/mL™?) e
Escherichia coli (CIM 1.52 + 0.04 mg/mL™), e os resultados do ensaio de difusdo em disco

seqguido de resazurina modificada, indicou que o Oleo essencial testado apresentou maior



atividade antibacteriana contra bactérias Gram-positivas do que contra as Gram-negativo,
tendo em vista esses resultados, destacaram que o oleo pode ser usado para a preservacdo de
alimentos processados, bem como terapias farmacéuticas e naturais para o tratamento de
doencas infecciosas em seres humanos e plantas.

Esses resultados foram divergentes do presente estudo porque os componentes de
6leos essenciais podem ter sido afetados pela época de coleta e espacamento entre as plantas
(MARCO, 2007).

O estudo de Fu et al. (2007) mostrou que nos resultados da atividade antibacteriana o
6leo essencial de alecrim exerceu alta suscetibilidade e atividade antibacteriana significativa
contra Propionibacterium acnes, com didmetro de inibi¢do de 18,0 £ 1,0 mm. Ambos MIC e
Concentracdo Bacteriana Minima (MBC) foram de 0,56 mg/mL.

Jarrar; Abu-Hijleh; Adwan (2010) observaram que interpretacdes da atividade do
extrato das folhas secas de alecrim combinado com cefuroxima produziu um notavel atividade
sinérgica contra os 5 isolados de Staphylococcus aureus resistente a meticilina (MRSA)
testados e os resultados da difusdo de disco puderam suportar e ampliar descobertas que o
alecrim contém numerosos compostos ativos e alguns deles tém sido frequentemente usado na
medicina popular por suas propriedades antimicrobianas.

J& no estudo de Santurio et al. (2011) o 6leo essencial de Rosmarinus officinalis
(OERO0) ndo mostraram nenhuma atividade antibacteriana contra Escherichia coli.

Nos ensaios de modulacdo, onde foram associados antibidticos + 6leo essencial de
Rosmarinus officinalis (OERo) + Luz LED, observou-se interacdes sinérgicas. Quando
analisado as combinagdes do OERO + amicacina e 0 OERO + amicacina + luz de LED azul,
observa-se que reduziu a CIM dos antibiéticos em comparacdo aos controles, indicando um
efeito sinérgico, onde a utilizacdo da luz de LED frente as cepas de Escherichia coli e
Staphylococcus aureus ocorreram um sinergismo. Entretanto com relacdo ao antibidtico
gentamicina, ndo houve resultado significante (Grafico 1).

O OEROo néo apresentou atividade antibacteriana significativa, no entanto nos ensaios
de modulacdo foi possivel observar efeito sinérgico em associacdo ao 6leo e a luz de LED
azul. Nascimento et al. (2000) analisaram o extrato da folha do R. officinalis associado a
antibioticos que mostrou atividade antibacteriana sinérgica contra bactérias resistentes a
antibioticos, onde teve zona de inibgdo de > 7 mm em associagdo com Cloranfenicol,

Ampicilina e Tetraciclina frente a Bacillus subtilis e Candida albicans.
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Gréfico 1: Concentragdo inibitéria minima do Oleo essencial de Rosmarinus officinalis
(OERO0) em associacdo com antibidticos e luz azul de LED frente as cepas miltiresistentes de

Escherichia coli e Staphylococcus aureus.

1500+

*k

Sk

1000- %
500
Amicacina
o X | [ I 1 O

E=) Amicacina + OERo
Amicacina + OERo + LED
[ Gentamicina

Gentamicina + OERo
Gentamicina + OERo + LED

100+

504
405

Valor CIM (pg/mL)

304

20+

104

E.coli 27 S.aureus 358

*** valor estaticamente significante com p<0.001
** valor estaticamente significante com p<0.01
ns valor estaticamente nao significante com p>0.05

FONTE: Dados da pesquisa

Com relagdo a exposicdo das luzes de LED azul, os resultados demonstraram
interferéncia com o antibidtico, reduzindo a CIM da amicacina frente E. coli quando
comparado a acdo do 6leo na auséncia dessa luz. Um estudo realizado por Pereira et al. (2017)
mostra que o 0leo essencial da Eugenia jambolana em associacdo a luz de LED interferem

com a agdo de antibioticos, assim como foi observado no presente estudo.

4 CONCLUSAO

Nas ultimas decadas, os 6leos essenciais vém sendo cada vez mais procurados pelos
fabricantes de alimentos, cosméticos e produtos farmacéuticos, dai a importancia de se
conduzir estudos sobre 6leos essenciais.

Os resultados apresentados neste estudo destacam o potencial do éleo de alecrim como
aliado no combate a resisténcia bacteriana a antibidticos. O efeito sinérgico da associacdo dos
antibiético com o 6leo essencial contra bactérias resistentes leva a novas escolhas para o
tratamento de doencas infecciosas. Este efeito permite o uso do respectivo antibiético quando

este ndo é mais eficaz por si s durante o tratamento terapéutico.



11

A luz de LED azul teve uma agdo promissora junto com o oleo essencial de
Rosmarinus officinalis, onde teve uma melhora na eficacia da amicacina frente as bactérias
multirresistentes. Tendo em vista esses resultados, é necessario a realizacdo de outros estudos
relacionados ao LED junto com produtos naturais, afim de elucidar seus efeitos frente as
bactérias resistentes

Dessa forma, esses achados representam resultados promissores na busca de novas
terapias para resisténcia a antibidticos, pois esses resultados juntamente com os de alguns
pesquisadores mostraram os efeitos modulatérios de déleos essenciais em associacdo com as
luzes LED.
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