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ATIVIDADE ANTIBACTERIANA E MODULATORJA I?O OLEO ESSENCIAL DE
PURA FLOR de Calendula officinalis EM ASSOCIACAO A LUZ LED AZUL FRENTE
A Escherichia coli e Staphylococcus aureus

Samara Batista da Silva®; Maria Hellena Garcia Novais?; Rakel Olinda Macedo da Silva®.
RESUMO

Essa pesquisa objetivou averiguar a atividade antibacteriana e modulatoria de 6leo essencial de
Calendula officinalis, planta herbacea da familia Asteraceae, em associagédo a luz de led azul
frente as cepas bacterianas padrdo e resistente, respectivamente, Escherichia coli ATCC 25922
e Escherichia coli 06, como também Staphylococcus aureus ATCC 29213 e Staphylococcus
aureus 358, principais patdgenos aos quais se atribuem as infec¢cbes humanas bacterianas. Os
experimentos partiram de testes de sensibilidade que verificaram o efeito antibacteriano e
modulador do produto, obtido comercialmente. A metodologia aplicada fora baseada na técnica
de contato gasoso, iniciando pela atividade antibacteriana que prosseguiu com a aplicacdo do
indculo bacteriano sobre as placas e, posteriormente, introduziu-se o0 composto na concentracdo
de 100% no interior da tampa, repetindo o processo e acrescendo a exposicao das outras placas
a luz led azul ap6s o semeio, procedendo a avaliacdo do perfil de sensibilidade ap6s o periodo
de incubacdo de 24 horas. Na atividade modulatoria seguiu-se 0 mesmo protocolo, porém
incluiu-se os discos sintéticos de amicacina 30ug, gentamicina 10ug, ciprofloxacina 5ug e
norfloxacina 10pg. A analise referente a atividade moduladora demostrou resultados
significativos durante a associagdo com 0s antibi6ticos gentamicina e norfloxacina, vinculada
ao 6leo essencial e a luz led, apresentando sinergismo frente ambas as cepas resistentes. Em
contrapartida, os demais ndo revelaram efeitos consideraveis nesse contexto. Dessarte, a
sinergia analisada principia a abertura de pesquisas que pertencam a mesma linha de
investigacdo e que embasadas nas proposi¢Oes geradas através desse trabalho concedam
respostas mais concretas no tratamento de pacientes com infec¢fes induzidas por patdégenos
multirresistentes estabelecendo progndsticos mais promissores.

Palavras-chave: Antibacteriana. Calendula officinalis. Infec¢des bacterianas. Modulatoria.
Oleo essencial.

ANTIBACTERIAL AND MODULATORY ACTIVITY OF THE PURE FLOWER
ESSENTIAL OIL OF Calendula officinalis IN ASSOCIATION WITH BLUE LED
LIGHT AGAINST Escherichia coli and Staphylococcus aureus

ABSTRACT

Thus, this research aimed to investigate the antibacterial and modulatory activity of essential
oil of Calendula officinalis, herbaceous plant of the Asteraceae family, in association with blue
led light against standard and resistant bacterial strains, respectively, Escherichia coli ATCC
25922 and Escherichia coli 06, as well as Staphylococcus aureus ATCC 29213 and
Staphylococcus aureus 358, the main pathogens to which human bacterial infections are
attributed. The experiments were based on sensitivity tests that verified the antibacterial and
modulating effect of the product, obtained commercially. The methodology applied was based
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on the gaseous contact technique, starting with the antibacterial activity that continued with the
application of the bacterial inoculum on the plates and, subsequently, the compound was
introduced in a concentration of 100% inside the lid, repeating the process and adding the
exposure of the other plates to blue led light after seeding, proceeding to the evaluation of the
sensitivity profile after the incubation period of 24 hours. The same protocol was followed for
the modulatory activity, but synthetic discs of amikacin 30ug, gentamicin 10ug, ciprofloxacin
5ug and norfloxacin 10pug were included. The analysis regarding the modulating activity
showed significant results during the association with gentamicin and norfloxacin antibiotics,
linked to the essential oil and the led light, showing synergism against both resistant strains. On
the other hand, the others did not reveal considerable effects in this context. Thus, the synergy
analyzed begins the opening of researches that belong to the same line of investigation and that,
based on the propositions generated through this work, provide more concrete answers in the
treatment of patients with infections induced by multiresistant pathogens, establishing more
promising prognoses.

Keywords: Antibacterial. Calendula officinalis. Bacterial infections. Modulatory. Essential
oil

1 INTRODUCAO

As doengas infecciosas atingem grande parte da populacdo mundial, estas s&o
atribuidas a diversos agentes como bactérias, virus, fungos, protozoarios dentre outros.
Somado a isso, as infec¢bes de maior notoriedade clinica sdo desencadeadas perante a
exposicao dos indviduos as bactérias patogénicas multirresistentes, que em detrimento de
suas habilidades de adaptacao as agressdes externas tornam-se menos sensiveis as condutas
terapéuticas disponiveis, portanto, correspondendo a um dos maiores riscos de
morbimortalidade dos ultimos tempos (ABRANTES; NOGUEIRA, 2021).

Destacam-se 0s microrganismos mais comuns em contextos de infeccgdes
bacterianas em animais e humanos como Escherichia coli, enterobactéria Gram negativa
apresentando cepas comensais e patogénicas, e Staphylococcus aureus, bactéria Gram
positiva com diversos sorotipos responsaveis por diversas enfermidades (ALEGRE et al.,
2016; WAGNER, 2018).

Com efeito, a resisténcia bacteriana definida como a capacidade das bactérias
resistirem aos efeitos dos farmacos, ocorrem por vias intrinsecas ou adquiridas (PRATES
et al., 2020). Esses padrdes pdem em risco a eficacia dos tratamentos vigentes contra tais
infeccOes e por isso essa circunstancia passa a exigir medidas de controles mais consistentes
(FREIRES; JUNIOR, 2022).



Assim sendo, h&4 muito tempo, as plantas sdo tidas como artigos de exploragdo do
homem, especialmente, nas praticas tradicionais e milenares, em verdade, a introducao das
plantas de carater medicinal na terapia complementar vem se tornando pauta, ao passo que
a etnofarmacologia busca estruturar e registrar evidéncias que comprovem o éxito desses
compostos (JUTTE et al., 2017).

Nessa ldgica, estudos indicam que Calendula officinalis L, planta da familia
Asteraceae, conhecida pipularmente como margarida dourada, malmequer, maravilha-do-
jardim e erva do sol, dispde em sua composicdo de bioativos influentes de acdo
antibacteriana contra determinados microrganismos, classificados clinicamente como
patogénicos, desde Gram negativos até Gram positivos, sendo este fitoterdpico alinhado e
incorporado as estratégias de combate a multirresisténcia bacteriana (SHIRINIDHI et al.,
2017).

Junto as isso, o LED (Light Emitting Diode), componente semicondutor que
significa diodo emissor de luz, é classificado como um tipo de tecnologia de conducao de
luz com diversos comprimentos de onda, apresentando faixas especificas, a depender da cor
que for emitida (MACEDO, 2015). A luz conduz a inativacdo bacteriana haja vista a
excitacdo dos fotossensibilzadores que a absorvem e produzem espécies reativas de
oxigénio provocando efeito citotdxico (MUTHUKUMAR, 2019).

Diante do contexto da salde publica, o avanco das infeccGes pde em xeque a
exequibilidade terapéutica dos antimicrobianos conceituados na industria farmacéutica.
Com isso, a comunidade cientifica € impelida a investigar as circunstancias que coordenam
a deteccdo e, especialmente, a disseminacdo de bactérias antibidtico-resistentes a nivel
global. Os espécimes vegetais como Calendula officinalis em consércio as tecnologias
fotodindmicas de inibicdo, propdem alternativas mais seguras de assisténcia e
gerenciamento das politicas em saude, e por fim sugestionam a evolucéo das ferramentas

de controle dos microrganismos multirresistentes.

Contudo, a presente pesquisa tem como objetivo averiguar e constatar a atividade
antibacteriana e moduladora do 6leo essencial de Calendula officinalis em associagéo a luz
de LED (Light Emitting Diode) azul frente a Escherichia coli e Staphylococcus aureus,
utilizando-se metodologia de contato gasoso, avaliando-se o potencial modulador do 6leo

em combinag6es com antibioticos aminoglicosideos e quinolonas.



2 METODOLOGIA

2.1 OBTENCAO DO OLEO ESSENCIAL

O oleo essencial de Calendula officinalis fora obtido comercialmente da Laszlo -
Aromaterapia e Aromatologia, Alemanha. Informagdes do fabricante: obtido via CO2
hipercritico, este 6leo consiste em um extrato 100% de pura flor de caléndula. Além do 6leo
essencial, que é rico em faradiol e ésteres, agrega também carotenoides (xantinas,
calendulina, caroteno, licopeno, zeaxantina etc), flavonoides, acido oleandico, saponinas,
mucilagens, resinas, principios amargos, polissacarideos, acido salicilico, vitaminas e
minerais, sendo um produto de altissima concentracdo de principios ativos. Componentes:
oléo essencial < 4% / carotenoides < 2% / fadadiol éster < 25% / resinas, triterpenos e
outros. Pode-se ainda destacar 0s constituintes marjoritarios sendo as saponinas triterpénicas
(acido oleandlico) e flavonoides (quercetina, isoquercitrina e rutina).

A extracdo via dioxido de carbono (CO2) supercritico € um processo mais
aprimorado de se extrair 0leos essenciais. Possibilita a obtencdo de déleos essenciais com

melhor qualidade aromatica e elevado potencial terapéutico.

2.2 MICRORGANISMOS, ANTIBIOTICOS, MEIOS DE CULTURA E APARELHO LED

Foram utilizadas as linhagens bacterianas padrédo de Escherichia coli ATCC 25922,
e Staphylococcus aureus ATCC 292213 cedidas pelo Laboratério de Analises Clinicas
Vicente Lemos_e as linhagens multirresistentes de isolados clinicos Escherichia coli 06 e
Staphylococcus aureus 358 cedidas pela Universidade Regional do Cariri. Estas estiveram
mantidas em Agar infusdo de coracdo (HIA). Para realizacdo dos testes, as linhagens foram
suspendidas em tubo de ensaio com solucdo salina para obter-se uma suspensdo com
turvacdo equivalente a 0,5 da escala de McFarlland (1 x 108 UFC/mL). Os discos de
antibiodticos (amicacina, gentamicina, ciprofloxacina, norfloxacina) foram adquiridos
comercilamente da Sensifar®. Os meios de cultura Agar infusio de coracdo (HIA) e Agar
Mueller Hinton (MH) foram adquiridos de HIMEDIA, india. O aparelho utilizado durante
o0 procedimento experimental fora o Light Emithing Diodes- LED, que é um diodo emissor
de luz, da marca NEW Estética®, o qual possui os espectros de luz vermelha, azul e

amarela, permitindo também a combinag&o destas cores.


https://www.laszlo.com.br/
https://www.laszlo.com.br/
https://www.laszlo.com.br/

2.3 AVALIACAO DA ATIVIDADE ANTIMICROBIANA POR CONTATO GASOSO

A semeadura dos microrganismos fora realizada em placas de petri contendo Agar
Mueller Hinton (MH), empregando-se a técnica de semeio em tapete. O 6leo essencial de
Calendula officinalis foi utilizado sua concentracdo em 100%. No centro das placas foram
inseridos discos de papéis filtro, e no interior das tampas fora adicionado 20 pL do produto
a ser testado. Prosseguindo a incubagdo em estufa a 37°C durante um periodo de 24 horas.
Todos os testes foram realizados em triplicate. Por fim, a determinagdo dos halos de
inibicdo obedeceu a contagem exibida na superficie de uma régua milimetrada (SILVA;
CARVALHO; MATIAS, 2016).

2.4 AVALIACAO DA ATIVIDADE ANTIMICROBIANA MODULADORA POR
CONTATO GASOSO

O ensaio para avaliacdo da atividade moduladora foi realizado de acordo com o
método do contato gasoso modificado por (INOUYE; TAKIZAWA; YAMAGUCHI,
2001). A semeadura dos microrganismos fora realizada em placas de de petri contendo Agar
Mueller Hinton (MH), empregando-se a técnica de semeio em tapete. Na base das placas
contento o indculo bacteriano foram adicionados os discos de antibioticos amicacina 30ug,
gentamicina 10ug, ciprofloxacina 5ug, norfloxacina 10ug. Sobre o interior das tampas de
cada uma das placas fora adicionado 20 pL da concentragdo do produto onde houve
eficiéncia inibitéria a partir dos testes de atividade bacteriana para que através da
volatilizacdo da substancia houvesse a interacdo com os discos de antibidtico anteriormente
alocados. Outras placas contendo os discos de farmacos, mas sem o 6leo foram também
preparadas. Prosseguindo a incubagdo em estufa a 37°C durante um periodo de 24 horas.
Todos os testes foram realizados em triplicata. A determinacdo dos halos de inibicéo
obedeceu a contagem exibida superficie de uma régua milimetrada, sendo analisados na
presenca e/ou auséncia do produto testado sendo possivel categorizar o sinergismo ou

antagonismo.

2.5 AVALIACAO DA ATIVIDADE ANTIBACTERIANA E MODULADORA COM
EXPOSICAO A LUZ DE LED AZUL
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Durante o procedimento experimental com LED utilizou-se o aparelho Light
Emithing Diodes- LED, da marca NEW Estética®. Fora utilizada a luz azul, com um
comprimento de onda pré-determinado pelo aparelho de 415nm. Para a realizacdo destes
testes, seguiu-se as mesmas metodologias referentes aos testes de avaliacdo da atividade
antibacteriana e moduladora por contato gasoso. Em seguida, as placas passaram a ser
submetidas a luz de LED azul num intervalo de tempo de vinte minutos. Prosseguindo a
incubacdo em estufa a 37°C durante um periodo de 24 horas (PEREIRA et al., 2017).

Todos os testes foram realizados em triplicata.

2.6 ANALISE ESTATISTICA

Os resultados analisados foram expressos em média aritmética + desvio padréo,
avaliados estatisticamente através da andlise de variancia (ANOVA) seguido pelo pos-test
Bonferroni utilizando software estatistico GraphPad Prism 7.0, as diferencas foram

consideradas significativas quando p fora menor que 0,05.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

De acordo com os testes de atividade antibacteriana ndo fora detectada a inibicdo do
crescimento bacteriano das cepas padrdo e multirresistentes de Escherichia coli e
Staphylococcus aureus na presenca apenas da substancia nem acrescido a luz de led azul. A
vista disso, 0 6leo essencial e a fototerapia ndo promoveram a formacéao de halos, portanto, ndo

desenvolveram uma atividade antibacteriana consideravel sob tais bactérias.

Cabe pontuar que a auséncia de atividade antimicrobiana, sobretudo, do éleo essencial
selecionado pode ser justificada através diversas vias que puderam porventura afetar o seu
potencial inibitorio. Diante disso, Almeida; Almeida, Gherardi (2020) argumentaram que a
época sazonal, € um dos principais fatores que interferem na performance de um mesmo
espécime vegetal, somado a isso, o tipo de amostra vegetal, método e o tempo de extracdo séo

fatores criticos que também incidem diretamente no rendimento desses constituintes.

Como apontado por Souza (2020) durante os testes de atividade antibacteriana do 6leo
essencial de alecrim também ndo obtivera sucesso na reducdo das contagens microbioldgicas
da cepa de Escherichia coli, justificado pelo sistema alimentar e outros fatores como a

temperatura e tempo de exposicdo que afetaram o éxito dos ensaios.
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Os resultados demonstrados no Gréafico 1 expressam os testes de modulagao por contato
gasoso utilizando o antibiético Amicacina indicam que estes foram estatisticamente irrelevantes
(em que p fora maior que 0,05) revelando, assim, a inaplicabilidade desse farmaco sob tais

condicdes.

Grafico 1: Atividade Modulatéria por Contato Gasoso com Exposicdo a Luz de Led Azul com
a insercdo do antibidtico Amicacina na presenga e auséncia do 6leo essencial de Calendula

officinalis frente as cepas resistentes de Escherichia coli e Staphylococcus aureus.

ns

ns

ns

Amicacina

Amicacina + Produto natural

Amicacina + Luz Azul

BEOEN

Amicacina + Produto natural + Luz Azul

ns valor estatisticamente nédo significante com p>0.05

Halo de Inibicdo (mm)

E.coli S.aureus

Fonte: Propria do autor

Segundo os estudos de Bottger; Crich (2019) a Amicacina e Gentamicina, pertencentes
a classe dos aminoglicosideos, em tese possuem um extenso espectro de agdo contra bactérias
aerobias de Gram negativas, em especial aquelas que compdem a familia Enterobacteriaceae e

que produzem ESBLs, ou seja, B-lactamases de espectro estendido.

Com efeito, Lopez (2019) destacou o dinamismo bactericida concernente a esta
categoria, haja vista a possibilidade de gerar uma inibicdo irreversivel da sintese proteica
bacteriana, com destaque para subunidade 30s, provocando erros na leitura o que justifica a

producao de proteinas andmalas “no sense”.

Uma vez que, apesar das descri¢cbes presentes na literatura que correlacionam o
potencial antimicrobiano da Amicacina sobre tais espécies bacterianas, devem-se considerar
outros fatores que podem ser determinantes, que vao desde a introducdo da droga sob regime

de isolamento ou sob a associagdo com produtos resultantes de organismos vegetais.

Piana; Kupski; Possebom (2021) salientaram que o surgimento das divergéncias entre

as pesquisas etnofarmacoldgicas de variadas espécies de plantas medicinais, com énfase no
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espécime de Calendula officinalis, podem ser fundamentadas no que tange a existéncia de
mecanismos de resisténcia conferidos as bactérias o que impedem a analise concordante ao que
fora visto nos ensaios citados anteriormente na literatura, somado a isso as baixas concentracdes

de substancias ativas nos produtos em comercializacdo, a exemplo disso, os flavonoides.

Em consonancia as observancias de Gorniak; Bartoszeski; Kroliczewski (2019), tal
composto fitoquimico tem sido apontado como um dos elementos que conferem acéo
antibacteriana por desestabilizar a integralidade da membrana produzindo altera¢cdes ou até
mesmo rupturas que interferem na principal caracteristica dessa estrutura que é a

permeabilidade.

Sob outro enfoque os resultados demonstrados no Grafico 2 expressam tanto a relacdo
positiva do antibidtico Gentamicina com a luz de lez azul quanto a combinacdo do oleo
essencial de Calendula officinalis com antimicrobiano e a luz, que quando associados
resultados relevantes foram observados, indicando que o composto fitoquimico por si ndo fora
eficaz, mas quando unido a luz houve a estimulacdo da acdo dos principios ativos presentes

nele.

Né&o obstante, este indica a associacao do farmaco juntamente a exposicao a luz led azul
em que se observa que um efeito consideravel com p < 0,01, sobre as cepas Gram-negativas e
Gram-positivas evento que denota efetividade deste arranjo, mas que tende a sofrer
interferéncias a depender das condi¢des em que sdo aplicadas.

Gréfico 2: Atividade Modulatéria por Contato Gasoso com Exposicao a Luz de Led Azul com
a insercdo do antibidtico Gentamicina na presenca e auséncia do 6leo essencial de Calendula

officinalis cepas resistentes de Escherichia coli e Staphylococcus aureus.

Gentamicina

Gentamicina + Produto natural

Gentamicina + Luz Azul

i
BEOAN

Gentamicina + Produto natural + Luz Azul

*** valor estatisticamente significante com p<0.001
** valor estatisticamente significante com p<0.01
ns valor estatisticamente ndo significante com p>0.05

Halo de Inibigdo (mm)

E.coli S.aureus
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Fonte: Propria do autor

Kurosawa et al. (2020) projetou o perfil de sensibilidade antimicrobiana de
Staphylococcus spp, concebendo uma classificagdo em nimero absoluto e percentual aos quais
para Gentamicina encontrou-se cerca de 96,5%, considerando um farmaco de 6tima adequagédo

terapéutica.

Conforme descreveu Galo et al. (2018) a inativacdo fotodindmica é ditada pela variagdo
da temperatura gerada pela luz, tempo de exposicao das placas contendo o indculo bacteriano,
distancia entre a emissdo do feixe de luz e a area de cultura e entre outros fendmenos da

irradiancia, que reflete o fluxo de radiacdo por unidade de area recebida por uma superficie.

Em consequéncia disso, o0s compostos fendlicos, mais especificamente 0s
bioflavonoides presentes no dleo essencial tiveram sua atividade antibacteriana ampliada.
Como testificado por Rocha et al. (2013) durante a avaliacdo das plantas
S. terebintifolius e S. obtusifolium em que a atividade antimicrobiana estivera relacionada a
presenca de metabolitos secundarios como os préprios flavonoides e também saponinas, ambos

constituintes de Calendula officinalis.

Alinhado a triagem fitoquimica de Passiflora edulis Sims realizada por Costa (2016) a
deteccdo de bioativos como os flavonoides, saponinas e alcaloides estiveram intimamente
correlacionados ao potencial antimicrobiano, sobretudo, os compostos fendlicos que atuam em
diferentes niveis desde a membrana e parede celular dos microrganismos que passam a interagir
com as proteinas de membrana das bactérias resultando na desarranjo dessas estruturas

interferindo na permeabilidade e propiciando a coagulacdo do contetdo celular.

As propriedades anti-inflamatérias e antimicrobianas de Malva sylvestris (malva)
também apontadas por Aleluia et al. (2015) foram determinadas também pela presenca de
mucilagens, taninos, glicolipidios e flavonoides quanto a relagcdo no controle de biofilmes

dentais causados por patégenos endodénticos, a exemplo, Staphylococcus aureus.

Ademais, verifica-se que modulagéo correspondente ao Gréafico 2 desponta a presenca
do antimicrobiano sintético que em consorcio a luz de led azul e ao produto testado provocou
um efeito sinérgico sobre as cepas Gram-negativas e Gram-positivas submetidas aos testes,
sendo, portanto, o de maior significancia em que p < 0,001, tendo em vista a formac&o de halos

maiores em relagdo ao controle.
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Desta maneira, os resultados encontrados na presente pesquisa podem estar atrelados a
formacdo de ROS (espécies reativas de oxigénio) pelo tratamento fotodindmico o que corrobora
para a oxidacdo da membrana celular que destroem componentes celulares e em segundo plano
a reducdo e neutralizacdo dos fatores de viruléncia das bactérias por flavonoides ao passo que
realiza o bloqueio de toxinas produzidas por patdgenos, como também a quebra da estrutura
citoplasmatica (SILVA et al., 2020; OLIVEIRA et al., 2018)

O Gréfico 3 ilustra os resultados da atividade modulatéria com énfase na adicdo de
ciprofloxacina em que pode se verificar que ndo houve a expressao de valores estaticamente

significantes como determinado.

Grafico 3: Atividade Modulatoéria por Contato Gasoso com Exposicéo a Luz de Led Azul com
a insercdo do antibidtico Ciprofloxacina na presenca e auséncia do 6leo essencial de Calendula

officinalis cepas resistentes de Escherichia coli e Staphylococcus aureus.
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ns valor estatisticamente néo significante com p>0.05

Halo de Inibigdo (mm)

E .coli S.aureus

Fonte: Préprio autor

Na investigacdo acerca da prevaléncia de infeccdes do trato urindrio Santos, Porcy e
Oliveira Menezes (2019), destacaram que as cepas de E. coli apresentaram um perfil de
resisténcia de 63% a Norfloxacina e de 61% a Ciprofloxacino, o que em termos gerais
considera-se uma taxa sinalizadora quanto a crescente resisténcia dos microrganismos
orientados aos processos farmacoldgicos das quinolonas. Somado a isso, Povoa et al., (2019)
exp0s que E.coli apresentou uma taxa de resisténcia de 35% também a Ciprofloxacina (Grafico
3).
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Diante da diminuta resposta modulatéria emitida, essencialmente, no gréfico acima
pode-se presumir que o produto que fora testado tenha de ter sofrido atenuacdo do seu potencial

inibitoério.

Alguns estudos sugerem que as bactérias Gram-negativas, citada acima, passam a ter
um grau menor de susceptibilidade a acdo dos antimicrobianos e demais substancias associadas,
explicada pela propria conformacéo celular bacteriana a que se compreende a dificuldade da
difusdo dos principios ativos em consequéncia a existéncia dos lipopolissacarideos aderidos a
membrana externa (ALVES et al., 2022). Sendo assim, é previsto a possibilidade de que 0s
fitoconstituintes de Calendula officinalis também enfrentem tais contratempos para combater

diretamente esses patdgenos.

Ao tomar nota acerca de tal pressuposto, os estudos concebidos por Farrar; Farrar (2020)
designam os Oleos essenciais (OE’s) como compostos volateis, que apresentam niveis de
lipossolubilidade, possuem odor caracteristico e com concentragdes distintas de diversas
substancias consideradas vitais, provenientes da extracdo de plantas medicinais que, em suma,

evidenciam propriedades farmacoldgicas e bioldgicas.

Simdes; Souza (2019) discorrem sobre a crescente resisténcia aos antimicrobianos
atribuida as cepas de E. coli, ainda que essa prerrogativa teria sido aplicada anteriormente as
quinolonas de modo incisivo, observou-se que nos Gltimos tempos houve um aumento, em
especial, ao ciprofloxacino, fato que corrobora com os dados indicados pela presente pesquisa
(Grafico 3).

Sustentando tal I6gica, Lima et al. (2022) legitima tal excerto ao identificar a prevaléncia
desse microrganismo em um Hospital Universitario em Recife/PE analisando uroculturas
positivas, considerando que esta bactéria fora responsavel por cerca de 65% das infecgdes
investigadas, ademais, exibindo um indice de resisténcia a ciprofloxacino contabilizando 27%,
por isso, traz a tona a exigéncia do entendimento do comportamento dessas espécies mais

virulentas relacionando-as com a terapia de infec¢cdes mais comuns.

Outrossim, ainda é valido explicitar o efeito pertinente de Calendula officinalis (Linn.),
logo, em conformidade com os ensaios de Darekar; Hate (2021) a avaliacdo do seu potencial
antibacteriano mostrou resultados moderados quanto a sua atividade inibitoria com diferenga
significativa (p < 0,05) dentre os produtos adquiridos através das flores dessa herbacea, em que

evidenciou uma repercussao positiva quanto bactérias Gram-positivas como Bacillus subtilis,
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Enterococcus, com destaque para Staphylococcus aureus e por fim Gram-negativas como
Klebsiella pneumoniae. Por conseguinte, admite-se que os testes desenvolvidos com outras

cepas podem ser ainda mais promissores.

Para modulacdo como apresentado no Grafico 4 pode-se verificar a analise juntamente
ao antimicrobiano Norfloxacina que demostrou atividade modulatoria importante dentro das

disposicdes que fora submetido, conferindo uma escala de significancia.

Grafico 4: Atividade Modulatéria por Contato Gasoso com Exposicdo a Luz de Led Azul com
a insercdo do antibidtico Norfloxacina na presenca e auséncia do 6leo essencial de Calendula
officinalis cepas resistentes de Escherichia coli e Staphylococcus aureus.
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M Norfloxacina + Produto natural + Luz Azul

**** valor estatisticamente significante com p<0.0001
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E.coli S.aureus

Fonte: Préprio autor

A Norfloxacina, fluoroquinolona integrante da segunda geracdo, apresenta atividade
antimicrobiana acrescida e elevada semivida se comparada aos farmacos anteriores (BUSH et
al. 2020).

Pham et al. (2019) afirma que as quinonas apesar de sofrerem diversas modificagdes em
sua estrutura quimica para melhoramento, ainda sim possuem um potencial de desenvolvimento
de resisténcia antimicrobiana na medicina humana e veterinaria, mas apesar disso, essa classe
se destaca por possuir um espectro de atividade de alta amplitude contra bactérias Gram-
positivas e Gram-negativas, atuando primariamente na topoisomerase IV e na DNA girase,
respectivamente, tendo apenas como excegdo O tratamento contra S. aureus em que a

Norfloxacina atua diretamente na DNA girase.
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Contudo, percebe-se que embora haja falhas nos processos de inibigdo de tal antibidtico
a presenca do Oleo essencial por si conferiu aumento da capacidade de inibicdo bacteriana
provocando um sinergismo, para além disso, as combinacGes frente a exposicéo a luz também

produziram tais efeitos.

Isso esta de acordo com o estudo de Melo et al. (2021) que propde e atesta a terapia
fotodindmica antimicrobiana (aPDT) como um mecanismo baseado em fotossensibilizadores e
fonte de luz visivel como alternativa complementar que induz danos oxidativos e morte celular
através de reacOes do tipo | (transferéncia de elétrons) e reacdes do tipo Il (transferéncia de

energia).

Briggs et al. (2018) avaliou a eficicia concernente a emissao de luz no tratamento de
infeccdes em que bactérias resistentes Gram positivas e Gram negativas estiveram envolvidas,
constatou-se entdo a efetividade para espécies de Staphylococcus aureus, S. epidermidis,
Pseudomonas aeruginosa, Acinetobacter baumanni, Escherichiacoli e Enterococcus faecalis.

A avaliacdo realizada nesse estudo fora congruente a andlise descrita por Loveckca
(2018) e Muley at al (2009) em que as substancias biologicamente ativas presentes nas folhas
e flores de Calendula officinalis como proteinas e aminoacidos, agUcares redutores, saponinas,
terpendides, fendlicos, esterdides, glicosideos e fraces de flavonoides, podem ser associadas
ao desempenho inibitdrio e antibidtico contra os microrganismos como fungos, parasitas, e
sobretudo, as bactérias, a exemplo, Candida albicans, Trichomonas vaginalis, Escherichia coli,

Staphylococcus aureus, S. fecalis, Sarcina lutea e Klebsiela pneumoniae.

De modo geral, é cabivel retomar a avaliacdo do composto volatil propriamente dito,
assim, este produto aplicado aos testes obedeceu ao método de extracdo por fluido supercritico
ou CO2 supercritico, comumente utilizado na via de transformacdo industrial. Portanto, é
definido que o fluido supercritico se trata de uma substancia que apresenta propriedades
simultaneas de gas e liquido que se apresenta a temperatura e pressao superior ao ponto critico

e que podem ser manipuladas (ZHOU et al., 2021).

Para mais, Serrano; Figueiredo (2018) explicam que estes fluidos possuem alta
solvatacao e difusividade, caracteristica atribuida aos liquidos e gases, respectivamente. Nessas
condigdes, ao entrar em contato com a matriz vegetal penetram com maior eficiéncia, e por isso

sdo extraidos biocompostos com rendimentos de alto valor.
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A proposito, didxido de carbono (CO2) tem maior prestabilidade no processo de
extracdo supercritica (ESc) pois dispde de propriedades fisico-quimicas como ndo inflaméavel,
inodoro, insipido, inerte e ndo tdxico, estabelecendo maior seguranca a saude humana, sendo

também ecologicamente correto (WRONA et al., 2017).

Por consequéncia, infere-se que a metodologia de extracdo do produto dificilmente pode
ser responsavel pela auséncia ou declinio da acgdo antibacteriana verificada na maioria dos

resultados, podendo averiguar que outras vertentes puderam interferir nesse desenvolvimento.

Tao logo, Oliveira; Sarmento (2019) ratificam ainda que a producdo de 6leos volateis é
influenciada por fatores de variabilidade tanto de termos intrinsecos, que estdo intimamente
relacionados a genética e consequentemente a fisiologia da planta, quanto extrinsecos que se
referem a ambientacdo (umidade, calor, luz, ar). Sob esse viés, as condi¢des climaticas da regido

podem ter sido preponderantes na constatacéo da baixa atividade bactericida.

Sumariamente, o insucesso dos testes citados acima, com excec¢do dos quais se utilizou
a gentamicina e norfloxacina, se deve em termos gerais pela resisténcia bacteriana. Nesse
interim, ainda sobre a observacdo dessa carateristica Brunton et al. (2019) aponta que tal
particularidade pode ser entendida pela inativacao do farmaco acrescidas a producdo enzimatica
conferida aos microrganismos, dado que viabiliza falhas no acesso da substéncia ao interior
celular bacteriano, progredindo com a irregularidade e consequentemente a inercia do composto

sobre as espécies.

A multirresisténcia vinculada as bactérias Gram-negativas e em Gram-positivas estdo
largamente interligadas as bombas de efluxo, ditas proteinas de membrana que enviam as
substancias danosas as células bacterianas até o espaco extracelular reduzindo as concentracdes
internas evitando os efeitos deletérios (DA COSTA; SILVA JUNIOR, 2017).

Em destaque para as Gram negativas que de forma natural contém a resisténcia
intrinseca em funcdo da menor permeabilidade da membrana (LPS), com isso segundo Poirel
et al. (2018) traz que também que Escherichia coli possui capacidade de acumular genes de
resisténcia, concebido através da transferéncia horizontal. Além disso, o Staphylococcus aureus
também detém a caracteristica de aquisicdo de genes de resisténcia da mesma espécie ou de
outras, que podem incidir diretamente no sitio de acdo das substancias provocando alteracdes o

que induz a inativacdo, mediada por plamideos e transposon (CUSSOLIM et al., 2021).
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Além disto, o tipo de produto optado para pesquisa também incide diretamente nos
resultados. Com isso, convém pontuar que o interesse cientifico acerca da funcionalidade dos
oOleos essenciais (OE’s) citado por Li et al. (2018) ampara-se no tanto no baixo potencial de
toxicidade direta aos organismos ndo alvos da substdncia, quanto na eficiente taxa de
biodegradabilidade que, por sua vez, confere reduzidos riscos aos humanos e ao meio ambiente

a qual integra.

Acrescido a isso, tal alternativa propicia ainda baixo custo, maior acessibilidade e
propbe a limitacdo das injarias provocadas pelos microrganismos procarioticos (AL
ALSHEIKH et al., 2020).

Isso posto, o0 6leo essencial de Calendula officinalis agrega uma série de constituintes
que a depender das condi¢cbes de armazenamento e acondicionamento tendem a sofrer

modificacdes de suas proficiéncias aromaticas e, acima de tudo, terapéuticas.

Neste sentido, Nascimento; Prade (2020) adverte que a aquisicao de 6leos essenciais na
versdo sintética pode corromper os principais beneficios encontrados na versao natural vegetal,
por consequéncia, faz-se necessario observar as informac6es do produto desde a espécie (nome
cientifico), especificacdes de quimiotipo até mesmo teor em principio ativo, em segunda
instancia, a verificacdo do método de extracdo, coeficiente que esta vinculado as variacdes

quimicas dos OE’s.

4 CONCLUSAO

Diante dos dados obtidos neste estudo demostrou-se que o 6leo essencial de Calendula
officinalis isolado ndo apresentou atividade antibacteriana diante as cepas de Escherichia coli
e Staphylococcus aureus testadas, entretanto, expressou uma modificacdo satisfatoria durante
os testes de modulacdo conduzidos através da associacdo do antibi6tico gentamicina e
norfloxacina, na presenga e auséncia da luz de LED azul. Evidencia-se que houveram
repercussoes significativas em funcdo do sinergismo que provocou a sensibilizacdo das
bactérias. Todavia, ndo é descartada a possibilidade deste composto gerar resultados ainda mais
promissores se direcionado a outras metodologias e outros patdgenos. Em suma, esse trabalho
permite uma perspectiva colaborativa e sugere novas pesquisas acerca da consolidacdo do
potencial clinico e terapéutico de 6leos essenciais para subsidiar o enfrentamento de doencas

infecciosas de ordem bacteriana.
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