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ATIVIDADE ANTIBACTERIANA E MODULADORA DO OLEO ESSENCIAL DE
Calendula officinallis ISOLADO E EM ASSOCIACAO AO LED AZUL

Ana Carolina dos Santos Sousa!, Maria Hellena Garcia Novais? Rakel Olinda Macedo da
Silva3

RESUMO

As infeccBes bacterianas sdo uma das principais causa de moralidade em todo mundo e esta
associada principalmente a capacidade dos microrganismos de desenvolver mecanismos de
resisténcia aos farmacos ja existentes. Por esse motivo se torna de vital importancia a realizacédo
de estudos que busquem novos meios de tratar essas infecgdes. Essa pesquisa teve como
objetivo avaliar o potencial antibacteriano e modulador do 6leo essencial de Calendula
officinallis obitido da loja Laszo, frente a cepas de bactérias resistentes como Escherichia coli
e Staphylococcus aureus. O efeito antibacteriano do 6leo essencial de C. Officinallis frente a
Escherichia coli e Staphylococcus aureus e a determinacdo da concentracdo inibitéria minima
foram analisados por meio da técnica de contato direto com microdilui¢cdo em caldo assim como
sua atividade moduladora associados a luz de LED azul frente a essas cepas, associando aos
antibidticos aminoglicosideos gentamicina e amicacina. Os resultados obtidos demostram a
auséncia de acdo antibacteriana do 0leo testado frente a Staphylococcus aureus e Escherichia
coli. Bem como ndo apresentam agdo moduladora quando associado aos antibidticos
amiglicosideos gentamicina e amicacina, por meio do metodo de microdiluicdo em caldo. No
entanto isso ndo exclui a possibilidade de 0 mesmo aprestar acao antibacteriana e moduladora
guando utilizando-se novas metodologias, demostrando assim a importancia da realizacdo de
novos estudos que abordem as ac¢Bes do Gleo.

Palavras chaves: Plantas medicinais. Doengas bacterianas. Efeito dos Farmacos. Oleo
essencial. Oleos volatéis.
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ABSTRACT

Bacterial infections are one of the main causes of morality worldwide and are mainly associated
with the ability of microorganisms to develop mechanisms of resistance to existing drugs. For
this reason, it is vitally important to carry out studies that seek new ways to treat these
infections. This research aimed to evaluate the antibacterial and modulator potential of the
essential oil of Calendula afficinalis abitido from the Laszo store, against resistant strains of
bacteria such as Escherichia coli and Staphylococcus aureus The antibacterial effect of the
essential oil of C. Officinalis against Escherichia coli and Staphylococcus aureus and the
determination of the minimum inhibitory concentration were analyzed using the technique of
direct contact with microdilution in broth as well as its modulating activity associated with blue
LED light against these strains, associating the aminoglycoside antibiotics gentamicin and
amikacin. The results obtained demonstrate the absence of antibacterial action of the tested oil
against Staphylococcus aureus and Escherichia coli. They also show no modulating action when
associated with the amyglycoside antibiotics gentamicin and amikacin, using the broth
microdilution method. However, this does not exclude the possibility of it providing
antibacterial and modulating action when using new methodologies, thus demonstrating the
importance of carrying out new studies that address the actions of the oil.

Keywords: Medicinal plants. Bacterial Diseases Effect of Drugs. Oil essential. volatile oils



1 INTRODUCAO

As infeccOes bacterianas sdo uma das principais causas de mortalidade em todo o
mundo. O uso indiscriminado e incorreto dos antibioticos sem prescricdo médica e a
automedicacdo vem se tornando algo rotineiro, trazendo consigo consequéncias principalmente
na resisténcia bacteriana. Visto que a bactéria produz um meio de se proteger da agdo do
antibidtico, o que impede a eficacia do tratamento e prolonga a cura do paciente
(ASHWLAYAN et al., 2018, RODRIGUES et al., 2018).

Diante a recente pandemia viral causada pelo virus SARs COV>, os relatos de aumento
de mecanismos de resisténcia adquiridos por bactérias tém se tornado comuns. O tratamento
inadequado efetuado por profissionais da saude inicialmente leigos de como tratar a doenca,
como também por pessoas comuns para tentar aumentar sua imunidade e muitas vezes
influenciados por noticias falsa obtidas nos meios de comunicagédo, proporcionou as bactérias
0 ambiente propicio para o desenvolvimento de novas formas de se defender dos farmacos
(LEAL et al., 2021, TEIXEIRA et al., 2019).

Segundo SIMOES (2016), os microrganismos mais isolados em infecgbes s&o
Staphylococcus aureus, Enterococcus faecalis, Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa e
Acinetobacter baumanni. De acordo com Ashwlayan., et al (2018) Escherichia coli e
Staphylococcus aureus, sdo os principais microrganismos isolados em culturas de pacientes
com sinais e sintomas de infecgdo por bactérias que apresentam resisténcia aos antibiéticos
usados no tratamento.

Com o crescente desenvolvimento de novos mecanismos adquiridos pelos
microrganismos, se torna imprescindivel associar o conhecimento j existente a novas fontes,
e ainda mais necessario utilizar o conhecimento milenar sobre as plantas medicinais. Estudos
cientificos que visam associar fAirmacos existentes a substancias que possam ajudar a diminuir
ou inibir a resisténcia bacteriana vem se tornando cada vez mais necessarios e importantes.
(FERREIRA et al., 2022).

Inovar na associacdo entre plantas medicinais que sdos as principais fontes de
fitoterapicos e terapias convencionais ja utilizadas podem trazer beneficios ao tratamento de
microrganismo resistentes. Assim como também associar esses estudos a luz de LED, ja
utilizada em outros estudos e descrita na literatura com resultados positivos, sendo capazes de
inibir ou até mesmo matar as cepas desses microrganismos (NICOLAU et al., 2022, SILVA et
al., 2020).

Caléndula oficinallis, também conhecida como caléndula ou margarida de folha
dobrada, é uma planta de porte herbdceo médio e que se adapta melhor em climas frios. Tem



sua flor usada para produzir 6leos e extratos que sdo associados a estudos e tratamentos de
feridas, sendo relatada na literatura com bons resultados em tratamentos de feridas, acao
cicatrizante, antibacteriana e antifangica (BRASIL., 2021).

A fototerapia vem se tornando um forte recurso terapéutico. O LED (Diodos emissores
de luz) Principalmente o LED Azul, que tem acdo antibacteriana comprovada, sdo 0s principais
mecanismos que vém sendo associados a terapias medicamentosas, com objetivo de
potencializar a acdo dos farmacos ou da substancia moduladora utilizada obtendo resultados
positivos em muitos desses estudos cientificos. Usado principalmente na area estética, mas que
vem ganhando espago em outros campos de pesquisa e tratamentos (BARROS et al., 2021,
SANTOS et al., 2021).

A associacdo de plantas medicinais de conhecimento popular a antibioticos pode trazer
beneficios a populacdo em geral. Por esse motivo, estudos que associam essa técnica aos
farmacos desenvolvidos por meio de pesquisas cientificas podem ajudar a aumentar a
capacidade desses medicamentos. Associar Calendula oficinallis e sua a¢do antibacteriana em
estudos e associar seu potencial antibacteriano a luz de LED pode ajudar a reduzir fatores de
resisténcia adquiridos pelas bactérias usadas neste estudo e consequentemente ajudar no
desenvolvimento de novos farmacos.

O estudo descrito buscou avaliar a atividade antibacteriana e moduladora do 6leo
essencial Calendula oficinallis isolada em associacdo a luz de LED azul, assim como o
potencial modulador do 6leo essencial em combinagdo com antibi6ticos aminoglicosideos e a
luz de LED atraves da metodologia de microdilui¢cdo em caldo.

2 MATERIAL E METODOS

2.1 OBTENCAO DO OLEO ESSENCIAL DE Calendula oficinallis

O 6leo essencial foi comprado da loja Laszo, com a seguinte composicéo quimica: Oleo
essencial < 4%, Carotenoides <2%, Faradiol Estér < 25% Resinas, triterpenos e outros.

Obtido via CO2 hipercritico, este 6leo consiste em um extrato 100% de pura flor de
caléndula. Além do oOleo essencial, que é rico em faradiol e ésteres, agrega também
carotendides, (xantinas, calendulina, caroteno, licopeno, zeaxantina etc), flavondides, acido
oleandico, saponinas, mucilagens, resinas, principios amargos, polissacarideos, acido salicilico,
vitaminas e minerais, sendo um produto de altissima concentracdo de principios ativos. O "TO"
(Caléndula CO2-TO) significa que € uma extragdo "TOTAL" da planta, ou seja, todos os
principios ativos foram isolados e mantidos neste CO2.



2.2 MATERIAIS

Os antibidticos Amicacina e Gentamicina foram obtidos de de LaborClin, Brasil. Os
meios de cultura foram adquiridos de HIMEDIA, India e o Dimetilsulfoxido (DMSO) de
Merck, Alemanha. O aparelho utilizado durante o procedimento experimental foi o Light
Emithing Diodes- LED, que € um diodo emissor de luz, da marca NEW Estética®, o qual possui
os espectros de luz vermelha, azul e amarela, permitindo também a combinacédo destas cores.

2.3 MICRORGANISMOS

Foram utilizadas as linhagens bacterianas padrdes (Escherichia coli ATCC 25923 e
Staphylococcus aureus ATCC 10536) e multirresistentes (Escherichia coli 27 e Staphylococcus
aureus 358). Todas as linhagens permaneceram em Agar infuséo de coragédo (HIA).

2.4 DETERMINAGCAO DA CONCENTRAGAO INIBITORIA MINIMA (CIM)

A determinacdo da CIM foi realizada através da técnica de microdiluicdo em caldo
utilizando placas esterilizadas com 96 pocos com diluicbes em série 1:1 Preenchidas no sentido
de A a H sendo o poco H o poco controle (NCCLS, 2003) Culturas microbianas das cepas
padrdes mantidas em estoque sob refrigeracdo foram repicadas em caldo de infusdo de cérebro
e coracao (BHI) e incubadas a 35°C durante 24 h. Apés esse periodo, procedeu-se a
padronizacédo do indculo, que consistiu na preparacao de uma suspensao em BHI, cuja turvacao
fosse similar ao tubo 0,5 da escala McFarland (1 x 108 UFC/mL), da qual foi retirado 100 pL e
adicionado em cada poco da placa acrescido de diferentes concentracfes do 0leo essencial.

A solucado teste foi preparada utilizando 10 mg do 6leo essencial solubilizado em 1 mL
de dimetilsufoxido (DMSO) obtendo uma concentracdo inicial de 10 mg/mL. A partir desta
concentracdo, realizaram-se diluicdes em agua destilada estéril para obter uma solugdo estoque
de 1024 pg/mL. Aparti da concentragdo inicial de 100 ul diluida obtendo-se as concentragoes
finais das amostras no meio de cultura foram 512, 256, 128, 64, 32, 16 ¢ 8 pg/mL.

Os testes foram realizados em triplicata. As placas foram incubadas a 35 * 2 °C, durante
24 h. Apds esse periodo, as placas foram reveladas com corante especifico, a resazurina. Esta
solucdo foi preparada em agua destilada estéril na concentracédo de 0,01% (p/v). Apds o periodo
de incubacao, 20 ng/mL da solucao indicadora foi acrescentada nas placas em cada cavidade e

apOs uma hora em temperatura ambiente foi realizada a leitura do teste. Esta é determinada



através da coloragdo do meio de cultura que ocorre devido a mudanca de PH, sendo considerada
positiva para 0s poc¢os que ndo apresentaram crescimento microbiano, ou seja, permaneceram
com a coloracéo azul e negativa os que obtiveram coloracdo vermelha (SALVAT et al., 2001).

O controle negativo do teste foi realizado com os meios de cultura contendo o inéculo.
A Concentracdo Inibitéria Minima (CIM) foi definida como a menor concentracdo capaz de
inibir completamente o crescimento microbiano, nos pocos de microdiluicdo conforme
detectado macroscopicamente.

2.5 DETERMINACAO DA MODULACAO DOS AMINOGLICOSIDEOS

A realizacao da atividade moduladora dos antibioticos foi feita com os aminoglicosideos
(gentamicina e amicacina) a partir da utilizacdo das cepas de bactérias multirresistentes onde a

concentragdo inicial correspondeu a 1024 pg/mL. Os antibioticos foram diluidos em um

volume de 100 plL seriadamente nos pogos contendo o meio de cultura Brain Heart
InfusionBroth — BHI a 10% e a suspensdo com o indculo da cepa multirresistente, com o 6leo
essencial na concentracdo subinibitdria (CIM/8) (COUTINHO et al., 2010). As placas foram
incubadas por 24 horas 35 £ 2 °C. Apds a incubacdo foi utilizado a resazurina sodica para
evidenciar a atividade moduladora das triplicatas.

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 realizagéo destes testes, inicialmente foram utilizadas as mesmas metodologias
referentes ao teste de avaliacdo da atividade antibacteriana e moduladora por contato direto. As
placas foram expostas a luz de LED Azul por 20 minutos e em seguida incubadas a 37 °C,
durante 24h. Os testes foram realizados em duplicata e para determinacéo da CIM foi utilizada
a resazurina sodica.
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2.7 ANALISE ESTATISTICA

Os resultados foram expressos em média geométrica = desvio padrdo, avaliados
estatisticamente através da andlise de varidncia (ANOVA) seguido pelo pos-test Bonferroni
utilizando o software GraphPad Prism 7, as diferengas foram consideradas significativas
quando p < 0,05.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Apobs a realizacdo dos testes descritos na metodologia do presente estudo, foi observado
que o 6leo essencial de Calendula officinallis, ndo apresenta acdo direta, por meio do método
de microdilui¢do em caldo com concentracdo inibitdria minima de > 1024.

A auséncia de atividade antibacteriana também pode ser associada a diversos fatores, O
cultivo, como por exemplo o0 modo de colheita e época do ano em que a planta foi cultivada. de
acordo com Borella et al. (2014) os compostos quimicos da caléndula sdo influenciados pelo
seu cultivo e pelos compostos utilizados para sua remocao, tanto em extratos hidroetandlicos
como em extratos glicolicos.

No estudo de Cepeda et al. (2020) o extrato hidroetanolico de Caléndula foi capaz de
apresentar atividade antibacteriana quando utilizado frente a cepas de Candida albicans ATCC
14053, Pseudomonas aeruginosa ATCC 15442 e Staphylococcus aureus ATCC 6538,
mostrando que a metodologia utilizada também pode influenciar nos resultados obtidos.

Segundo Pinheiro et al. (2012) cujo estudo avaliou a acdo do extrato de Caléndula frente
a cepas de Streptococcus mutans principal causador da cérie dentéria, o extrato extraido de
forma pura das flores da planta foi capaz de inibir o crescimento bacteriano. Demostrando que
o fato de ter sido usado 6leo essencial no presente estudo pode ter influenciado nos resultados
obtidos.

Esse 6leo também ndo apresentou acdo de modulacdo no crescimento bacteriano,
quando realizado a andlise estatistica das triplicatas, mesmo quando associado aos antibidticos
aminoglicosideos amicacina e gentamicina. Conforme demostrado nos gréaficos 1 e 2.

Gréfico 1: atividade e moduladora do 6leo essencial de Calendula officinallis em associagéo a
luz de led azul em associagdo ao antibiotico amicacina frente a cepas de Escherichia coli e
Staphylococcus aureus.
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T I Amicacina
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1004

E.coli S.aureus

Fonte: Propria do autor.

O uso do antibidtico amicacina ndo apresentou resultado quando associado ao 6leo
essencial, isso pode se da ao fato de que segundo Diogenes. (2020) o antibidtico amicacina
pode apresentar instabilidade em sua ac¢do quando a sua CIM néo é conhecida frente a bactéria
utilizada em casos de estudos cientificos, e até mesmo quando usado em tratamentos ou em
associagoes, principalmente devido ao fato da duracdo do uso da amicacina e a dificuldade de
atingir o alvo terapéutico.

Gréfico 2: Atividade moduladora do 6leo essencial de Calendula officinallis em associacao a
luz de led azul em associacdo a Gentamicina na presenca e auséncia do 6leo essencial, frente a
cepas de Escherichia coli e Staphylococcus aureus.

NS

Hl Gentamicina
Bl Gentamicinag + Praduta natural

E] Gentamicing + Luz Azu

[ Genlamicina + Produto natural + Luz Azu

ns valor estatisticamente ndo significante com p>0.05

WValor CIM (pgimlL)

E.cali S.aureus

Fonte: Propria do autor.

O antibidtico gentamicina pertence ao grupo dos aminoglicosideos que sdo comumente
ativos contra Staphylococcus aureus e bactérias Gram negativas, como as cepas utilizadas no
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estudo em questdo. Porém ndo apresentou acao contra esses géneros quando associado ao 6leo
essencial, pois de acordo com o estudo de Freitas e al. (2021) bactérias como Escherichia coli
e Staphylococcus aureus podem apresentar uma resisténcia maior a gentamicina. Tendo em
vista que sdo bactérias que adquirem mecanismos de resisténcia com muita facilidade, que
podem vir a ser dificeis de tratar levando a necessidade do uso de antibioticos mais eficazes.

Quanto aos compostos quimicos encontrados no 6leo, o estudo de Silva et al. (2020),
demostra que os flavonoides presentes na composicao do 6leo, é um dos principais compostos
encontrado nos fitoterapicos que podem ajudar na inibicdo dos mecanismos de resisténcia
bacterianas aumentando a CIM (concentracdo inibitoéria minima) quando usados em associacdo
a antibidticos.

As saponinas triterpenicas também presentes no 6leo essencial utilizado, sdo substancias
derivadas do Gleo oleanoico que segundo Souza et al. (2011) apresentam propriedades
detergentes, adstringente, anti-inflamatdrio, antimicrobiano e cicatrizante. Pertencente ao grupo
de heterosideos semelhantes aos glicosideos, assim chamadas por saponificar (transformar
substancias gordurosas em sabdo) substancias lipossoluveis.

Os componentes quimicos de importancia para estudos fitoterapicos encontrados nessa
espécie sdo 0s saponinas triterpénicas, tendo como base o acido oleandlico e flavonoides,
incluindo astragalina, hiperosideo, isoquercitrina e rutina. Outros constituintes incluem
sesquiterpenos e triterpenos (BRASIL, 2021). Todos esses compostos podem sofrer alteracGes
significativas em sua funcdo devido ao modo de cultivo e colheita.

O modo de extracdo do 6leo essencial também pode ser um dos contribuintes para o
resultado obtido tendo em vista que 0 mesmo pode influenciar de forma intensa na obtengéo
dos compostos e no seu efeito. Pois segundo Ferreira et al. (2022) as atividades farmacologicas
das plantas estdo diretamente ligadas aos teores de metabolitos presentes nas mesmas e esses
metabolitos podem ser alterados de acordo com a forma com a qual forem extraidos.

De acordo com Cirino. (2014) as interacdes entre os compostos do 6leo essencial e 0s
produtos utilizados no teste sédo de grande relevancia, pois 0s mesmos podem ser responsaveis
pelo aumento ou diminui¢do do efeito modulador da substancia. Levando em consideracéo o
fato de que segundo Ashwlayan et al. (2018) e Fiorentino et al. (2022) a Caléndula possui ainda
compostos que ndo séo bem explorados, e tém um potencial de uso abrangente como agao e uso
como agentes anti-inflamatorios, antivirais, atividades antiprotozoarias e antineoplasicas.

Utilizada na farmacologia por sua riqgueza em metabolitos de composicéo relevante para
farmacos e produtos de cuidado com a pele, também associada a indudstria de alimentos e
cosméticos. Tendo ainda compostos que ndo sédo bem explorados, as espécies de caléndula tém
um potencial de uso abrangente. (ASHWLAYAN et al., 2018; FIORENTINO et al., 2022).
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A planta estudada possui compostos inexplorados que podem ter vindo a interferir no
resultado do presente estudo. Seu uso abrangente como em alimentos e em produtos de cuidado
com a pele representam a variedade de utilidades da planta em questdo, por esse motivo a
realizacdo de novos estudos para a avaliacdo de sua capacidade.

4 CONCLUSAO

Os resultados obtidos nesse trabalho mostram que o 6leo essencial de Calendula
officinalis ndo apresenta atividade antibacteriana frente as cepas testadas. Bem como néo
apresenta acdo de modulacdo quando associado aos antibidticos aminoglicosideos amicacina e
gentamicina, por meio do metodo de microdiluicdo em caldo. No entanto isso ndo exclui a
possibilidade da existéncia de tais atribuicdes ao mesmo. Tendo em vista que se testado frente
a diferentes metodologias e novas cepas bacterianas como demostrado em outros ttrabalhos o
6leo possa a vir apresentar atividade bacteriana e moduladora, deixando claro a necessidade de
se utilizar diferentes metodologias e cepas bacterianas para abordar as demais propriedades do
6leo.
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