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RESUMO

O desafio da quimioterapia antibacteriana é encontrar agentes seguros e seletivos com
poténcia que ndo serd comprometida pela resisténcia desenvolvida. A fototerapia pode
ser considerada uma alternativa para controlar a resisténcia bacteriana. Como uma
abordagem inovadora ndo antibiotica, a luz azul antimicrobiana (aBL) no espectro de
400-470 nm demonstrou suas propriedades antimicrobianas e, devido as suas
caracteristicas multi-alvo a capacidade dos microrganismos desenvolver resisténcia é
reduzida significativamente. O género Piper amplamente distribuido em regides
subtropicais € conhecido por suas ervas aromaticas. Piper arboreum Aubl. (pau-de-
angola) apresenta atividade antifingica, tripanocida, antibacteriana e anti-oxidante,
Piper aduncum L. (pimenta-de-macaco) possui atividades antibacteriana e antifingica e
Piper gaudichaudianum Kunth (pariparoba) possui efeito fungicida, inseticida, anti-
inflamatorio. Este trabalho objetivou realizar a identificacdo quimica e avaliar o efeito
da luz de LED azul sobre a atividade antibacteriana dos 6leos essenciais de espécies de
Piper e modulagdo da atividade antibidtica, utilizando o método de microdiluigdo em
caldo, com placas de 96 pogos que foram expostas a luz de LED azul por 20 minutos.
Os componentes quimicos foram caracterizados por cromatografia gasosa acoplada a
espectrometria de massas, que revelou p-copaen-4-a-ol (31,38 %), germacreno A (13,33
%) e germacreno B (21,53 %) como constituintes majoritarios dos 0leos essenciais de
Piper arboreum (OEPar), Piper aduncum (OEPad) e Piper gaudichaudianum (OEPg),
respectivamente. Frente Staphylococcus aureus multirresistente, houve atividade
significativa, corroborando com relatos na literatura, de que bactérias Gram - positivas
s80 mais susceptiveis a atividade antibacteriana. Os 6leos essenciais modularam o efeito
dos antibidticos norfloxacino e gentamicina, tendo sobre este Gltimo maior efeito,
porém para a eritromicina ndo foi observado efeito estatisticamente significativo. Os
6leos essenciais modularam o efeito dos antibioticos amicacina e gentamicina e, quando
expostos ao LED azul esse efeito foi potencializado. A aBL na auséncia do Gleo
essencial também apresentou a capacidade de modular a atividade antibidtica dos
aminoglicosideos analisados neste estudo, mostrando em sua maioria efeito sinérgico.
Em conclusdo, os resultados obtidos neste estudo demonstraram que 0s 6leos essenciais
obtidos de P. arboreum, P. aduncum e P. gaudichaudianum interferem na acdo de
antibidticos contra bactérias expostas a luz de LED azul. A luz de LED azul apresentou
atividade inibitoria sobre o crescimento bacteriano, bem como sobre a acdo de
antibidticos que ndo sao fotoativos.

Palavras — chave: Atividade antibacteriana, terapia fotodinamica, LED azul,
Piperaceae, resisténcia bacteriana.



ABSTRACT

The challenge of antibacterial chemotherapy is always safe and selective in order to
generate a negative response to resistance to death. Phototherapy may instead be an
alternative to control bacterial resistance. As an innovative non-antibiotic test, an
antimicrobial blue light (aBL) not 400-470 nm demonstrated its antimicrobial properties
and due to its multi-target characteristics the ability of microorganisms to dampen
energy was significantly reduced. This code is then sent by subtropical regions is known
for its aromatic herbs. Piper arboreum Aubl. (Pau de angola) has antifungal,
trypanocidal, antibacterial and anti-oxidant activity, Piper aduncum L. (Pimenta de
macaco) has antibacterial and antifungal activities, and Piper gaudichaudianum Kunth
(Pariparoba) has fungicidal, insecticidal, anti - report This work aimed to perform a
chemical and significant proof of the effect of sunlight on the antibacterial activity of
essential oils of Piper species and the modulation of antibiotic activity, using the broth
microdilution method, with 96-well plates that exposed the Blue LED light for 20
minutes. The chemical components were characterized by gas chromatography coupled
to mass spectrometry, quep-copaen-4-a-ol (31.38%), germacrene A (13.33%) and
germacrene B (21.53%). They constitute the majority of the essential oils of Piper
arboreum (OEPar), Piper aduncum (OEPad) and Piper gaudichaudianum (OEPgQ),
respectively. Fracture Staphylococcus aureus multiresistant was a significant activity,
corroborating reports in the literature that bacteria are more susceptible to antibacterial
activity. The oils are modular and the effect of norfloxacin and gentamicin antibiotics
having on the greatest effect, however, for an erythromycin were not statistically
significant impeded. Essential oils are the effect of amikacin and gentamicin antibiotics
and, when exposed to LED, the effect is enhanced. A aBL has also been essential in its
ability to modulate the antibiotic activity of aminoglycosides in the present study,
showing its greater synergistic efficacy. In conclusion, the results obtained in this study
demonstrated that the results were compared with antibacterial, antiinflammatory and
bacterial action. Blue LED light showed inhibitory activity on bacterial growth as well
as the action of non-photoactive antibiotics.

Key-Words: Antibacterial activity, photodynamic therapy, blue LED, Piperaceae,
bacterial resistance.
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1 INTRODUCAO

De acordo com a Organizacdo Mundial de Satude (OMS), a medicina tradicional
¢ pautada na sua antiguidade, compreendendo o somatério de conhecimentos,
competéncias e praticas que repousam sobre teorias, crencas e experiéncias proprias a
diferentes culturas, sejam elas explicaveis ou ndo pela metodologia cientifica
hegembnica no campo da salde, mas que sdo utilizadas para a preservacdo da salde,
assim como para a prevenc¢do, o diagnostico e a melhoria ou mesmo o tratamento de
doengas fisicas ou mentais. (WHO, 2013).

A riqueza da biodiversidade da flora brasileira, associada aos levantamentos
etnobotanicos, etnofarmacoldgicos, farmacognosticos e fitoquimicos, permite aos
pesquisadores isolar compostos biologicamente ativos a partir de diferentes espécies
vegetais, 0s quais podem se constituir em modelos tanto para a sintese de farmacos
quanto de outros produtos para aplicagdo agricola ou florestal (BARREIRO;
BOLZANI, 2009).

A espécie Piper arboreum Aubl. conhecida popularmente como pau-de-angola,
jaborandi, pimenta do mato possui pirrolidina antifingica, tripanocida, antibacteriana e
anti-oxidante (LUIS et al., 2008; REGASINI et al., 2009a; REGASINI et al., 2009b).
Piper aduncum L. conhecida popularmente como jaborandi do mato, pimenta-de-
macaco, erva de jaboti (BOTSARIS, 1997) possui atividades antibacteriana, antifungica
(BASTOS et al.,, 2004; MAIA et al., 2001), antiprotozoario, larvicida, inseticida
(FAZOLIN et al., 2005; LAROCQUE et al., 1999). Piper gaudichaudianum Kunth ¢
conhecida popularmente como pariparoba ou jaborandi (GUIMARAES; VALENTE,
2001), suas folhas sdo utilizadas na medicina popular para aliviar dor de dente. Outros
estudos relatam atividades biolégicas como efeito fungicida, inseticida, anti-
inflamatoria, larvicida e analgésica (LAGO et al., 2004; MORAIS et al., 2007).

Devido ao abuso generalizado de antibi6ticos, o numero de bactérias
multirresistentes (super-bactérias) vém aumentando significativamente, ocasionando o
aumento das taxas de morbidade e mortalidade em doencas relacionadas. O Centro
Nacional de Controle e Prevencdo de Doencas (CDC) informou que nos Estados
Unidos, pelo menos 2 milhdes de casos de infecgdes graves sdo causados por uma ou
mais bactérias resistentes a antimicrobianos a cada ano, dos quais 30.000 pacientes
morrem de tais infeccbes (THOMAS et al. 2019). A Organizacdo Mundial da Saude

(OMS) relatou em abril de 2014 que as bactérias resistentes a antibidticos estdo se



17

espalhando pelo mundo o qual esta entrando em uma era pés-antibidtica. Sem qualquer
acdo, doencgas infecciosas incuraveis e ferimentos leves poderdo levar & morte, o que
pode evoluir para uma crise global de saude (SMITH, 2014).

Diversos estudos séo realizados com a finalidade de diminuir a resisténcia
bacteriana, utilizando extratos vegetais, 6leos essenciais, particulas sintéticas, peptideos,
diodos emissores de luz, lasers. A modalidade de tratamento denominada Terapia
Fotodinadmica (TFD) tem sua origem do termo em inglés Photodynamic Therapy (PDT).
Trata-se de uma técnica muito utilizada para o tratamento do cancer de pele, uma vez
que, quando comparada aos tratamentos cirlrgicos convencionais para esse tipo de
lesdo, é considerada como minimamente invasiva, ndo havendo a exigéncia de remogéo
do tecido lesionado (GAD et al, 2004). Esta terapia, quando utilizada no controle
microbiano pode ser chamada de Terapia Fotodindmica Antimicrobiana (AmPDT), do
inglés Photodynamic Therapy Antimicrobial Chemotherapy (WAINWRIGHT, 1998).

Em virtude da grande dificuldade encontrada no tratamento de infecgdes
provocadas por bactérias multirresistentes, é notdria a necessidade de novas substancias
antimicrobianas que sejam eficazes no combate a microrganismos. A fotoinativacéo
utilizando a luz de LED tem se mostrado uma alternativa de grande relevancia na
terapia antimicrobiana, uma vez que 0s microrganismos estdo menos susceptiveis a
desenvolver resisténcia devido ao seu mecanismo de a¢do, que consiste na producdo de
espécies reativas de oxigénio que sdo toxicas para a celula do agente patogénico
(WANG et al. 2017).
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Identificar a composi¢do quimica e o efeito da luz de LED azul sobre a atividade
antibacteriana dos Oleos essenciais de espécies de Piper e modulacdo da atividade

antibiotica.

2.2 Objetivos especificos

e ldentificar a composicdo quimica dos Oleos essenciais das folhas de Piper
arboreum Aubl., Piper aduncum L. e Piper gaudichaudianum Kunth por meio
de Cromatografia acoplada a espectrometria de massas (CG/MS);

e Investigar a atividade antibacteriana e moduladora dos 6leos essenciais de Piper
arboreum Aubl., Piper aduncum L. e Piper gaudichaudianum Kunth por contato
direto;

e Avaliar o efeito da luz de LED azul sobre a atividade antibacteriana e
moduladora dos 6leos essenciais de Piper arboreum Aubl., Piper aduncum L. e

Piper gaudichaudianum Kunth a aminoglicosideos.
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3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 Consideracdes farmacoldgicas

As espécies da familia Piperaceae apresentam grande importancia comercial e
agronémica, em virtude da utilizagdo como codimentares, alimenticias e emprego na
medicina popular (GUIMARAES; MONTEIRO, 2005). Uma espécie de grande
importancia e muito conhecida desta familia é a pimenta do reino (Piper nigrum L.),
utilizada como especiaria em diversos paises (SRINIVASAN, 2007). Outras espécies do
género Piper também sdo bastante utilizadas, principalmente no Brasil, muitas sdo de
grande importancia devido a atividades farmacologicas comprovadas em diversos
estudos (GOGOSZ et al., 2012).

As folhas e raizes de P. aduncum L. sdo utilizadas na medicina popular em
forma de chas para o tratamento de diarreia, disenteria, nauseas, ulceras e infec¢fes do
trato geniturinario (COOK, 2016).

Pesquisas realizadas utilizando o Oleo essencial desta especie mostram
propriedades antiprotozoaria (MONZOTE et al., 2004; VILLAMIZAR et al., 2017),
anti-helmintica (GAINZA et al., 2016), antioxidante (RODRIGUEZ et al., 2013) e
inseticida (MAMOOD et al., 2017; SOUTO et al., 2012). De acordo com estudos
presentes na literatura, o composto principal de P. aduncum, dillapiole, é responsavel
pelas atividades larvicida, fungicida, inseticida (MAIA et al., 1998, ALMEIDA, 2004).
O oOleo essencial das folhas de P. aduncum mostrou atividade antifungica e
antibacteriana (VALADARES et al., 2018).

Na medicina popular as folhas e o caule de P. arboreum Aubl. sdo utilizados
para tratamento de doencas venéreas e, infecgdes do trato urinario (AGRA et al., 2007).
O dleo essencial de P. arboreum apresenta consideravel atividade moluscida contra
Biomphalaria glabrata, atividades citotoxica, inseticida, fungicida e antimicrobiana
(SANTOS et al., 2001; CONSTANTIN et al., 2001).

A infusdo das folhas de P. gaudichaudianum Kunth é utilizada na medicina
popular para aliviar dor de dente, as raizes sdo utilizadas como anti-inflamatério e
contra doencas hepaticas (DI STASI; HIRUMA-LIMA, 2002). O ¢6leo essencial das
folhas desta espécie apresenta atividade anti-inflamatoria e larvicida (MORAIS et al.,
2007), bem como efeitos citotoxicos, genotdxicos e mutagénicos em células V79 de
mamiferos (PERES et al., 2009).
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3.2 Metabélitos secundarios e 6leos essenciais

Metabdlitos secundarios tais como os alcaloides, terpenoides, antocianinas,
esteroides, flavonoides, quinonas e ligninas apresentam-se como grupos bastante
diversificados em estrutura e tamanho, tendo distribuicdo em todo reino vegetal. Estes
compostos apresentam também aplicacbes comerciais como farmacos, corantes,
inseticidas (BURT, 2004; VERPOORTE; MEMELINK, 2002).

Os Oleos essenciais sdo exemplos de misturas destes compostos, complexos
naturais, volateis e com forte odor. Na natureza os 6leos essenciais desempenham papel
importante na protecdo das plantas, como agentes antibacterianos, antivirais, inseticida e
contra herbivoros. S&o liquidos, volateis, soliveis em solventes organicos, sdo
sintetizados por toda a planta, como folhas, caule, sementes, frutos, cascas (BAKKALI
et al., 2008; BURT, 2004).

Em sua maioria sdo caracterizados pela presenca de dois ou trés componentes
em altas concentracdes (20 — 70 %) e outros componentes em menor concentracao. Os
principais compostos, que sdo chamados de majoritarios, determinam as propriedades
bioldgicas dos 6leos essenciais (PALAZZOLO; LAUDICINA; GERMANA, 2013).

Os oOleos essenciais sdo compostos basicamente por monoterpenos (C10),
sesquiterpenos (C15), fenilpropanoides (Figura 2) (FRANZ, 2010).

Figura 1 - Exemplos de estrutura quimica encontrados nos Oleos essenciais.
Monoterpenos, sesquiterpenos e fenilpropanoides.

PRI PN

o-pineno E-carnofileno Fenilpropanoide

Fonte: https://uniiguim.iguimica.unam.mx/compuesto-item/a-pineno-1613/ (2019)

3.2.1 Terpenos

Os terpenos constituem a maior classe encontrada em produtos naturais de

plantas, sendo classificados pelo nimero de carbonos, o qual é resultado do nimero de


https://uniiquim.iquimica.unam.mx/compuesto-item/a-pineno-1613/
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moléculas de isopreno (2-metil-1,3-butadieno) presentes em sua estrutura. Nos dleos
essenciais 0s compostos terpénicos mais encontrados sdo monoterpenos (C10) e
sequisterpenos (C15), que cada vez sdo mais estudados devido as diversas propriedades
bioldgicas apresentadas por estes compostos (DUBEY et al., 2003).

Dentre os diversos compostos que podem fazer parte da composicdo dos 6leos
essenciais, o timol e o carvacrol se destacam devido suas pronunciadas atividades
antimicrobiana. Estes monoterpenos aromaticos sdo os constituintes principais dos 6leos
essenciais de varias plantas aromaticas, tais como Thymus vulgaris L. (Lamiaceae),
Origanium compactum (Labiatae), Acalypha phleoides (Euphorbiaceae) (PEIXOTO-
NEVES et al., 2010).

3.2.2 Fenilpropanoides

Os fenilpropanoides sdo formados a partir do acido chiquimico, que conduz as
unidades basicas: acido cindmico e acido p-cumarico. Estes ultimos, por meio de
reducdes enzimaticas produzem propenilbenzenos e/ou alilbenzenos e, por meio de
oxidacOes degradativas das cadeias laterais, podem gerar aldeidos aromaticos; as
ciclizagdes enzimaticas intramoleculares produzem as cumarinas (CONNOLLY; HILL,
2007).

3.3 Resisténcia bacteriana

A resisténcia antibiotica tem se tornado cada vez mais comum, se caracterizando
como uma ameagca de saude extremamente perigosa. E indiscutivel que a resisténcia a
antibidticos é potencialmente fatal e o uso extensivo de antibidticos é o fator mais
importante para resisténcia a antibioticos (BUSH et al., 2011; COWEN et al., 2014;
HAMPTON, 2013).

A forma como esses medicamentos sdo utilizados em ambientes ambulatoriais,
hospitalares e domésticos no tratamento ou profilaxia de doencas humanas; na pecuaria
(MEIRELES, 2008), como por exemplo, para a producdo de animais de corte como
frangos (ALLIX, 2010) e para o tratamento de mastite em bovinos (SILVA et al., 2012);
e da utilizagdo de produtos ‘banais’, sem finalidade terapéutica que possuem em suas
formulacBes antibidticos favorecendo a selecdo de patdgenos resistentes no meio

ambiente e que podem causar doengas de dificil tratamento (ORUS et al., 2015).
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A resisténcia aos antimicrobianos pode ser: 1) uma caracteristica intrinseca de

certas espécies de bactérias que podem resistir a acdo de um dado antibi6tico como

resultado de uma caracteristica estrutural ou funcional inerente de dada espécie (BLAIR

et al., 2015); 2) adquirida como resultado de muta¢Ges que podem ocorrer durante a

replicacdo celular ou serem induzidas por intermédio de agentes mutagénicos como

radiacBes ionizantes e ndo ionizantes, agentes alquilantes ou espécies reativas de
oxigénio (ERO’s) (BAPTISTA, 2013), o Quadro 1 descreve os tipos de mutacGes que

podem ocorrer; 3) adquirida pela aquisicdo de material genético exégeno anteriormente

presente em outros microrganismos que contenham genes de resisténcia que s&@o

propagados por meio de mecanismos de transferéncia génica horizontal (TAVARES,

2000; COSTA, 2016) como a conjugacao bacteriana, a transformacédo e a transducao
(DZIDIC et al., 2008).

Quadro 1 — Descricdo dos tipos de mutagdes.

Tipo de mutacéo Descricao Consequéncias da
mutacéo
Transicao Troca de uma pirimidina Formacéo de codons
Reposicao por outra ou de uma nonsense que origina
purina por outra peptideos incompletos ou
Transverséo Troca de uma purinapor ~ Formagdo de codons
uma pirimidina ou vice- missense que altera a
versa proteina
Macrodelecdo  Remocdo  de  varios Peptideos incompletos
Delecdo nucleotideos
Microdelecdo =~ Remocdo de um ou dois Frame shift resulta em
nucleotideos cédons nonsense ou em
peptideos incompletos
Macroinsercdo  Inclusdo de varios Peptideos incompletos
Insercao nucleotideos

Microinsercao

Inclusdo de um ou dois

nucleotideos

Frame shift resulta em
codons nonsense ou em

peptideos incompletos

Remocéo de uma porcéo

Codificacéo de proteinas
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de DNA e inser¢éo da néo funcionais
Inversdo mesma em outro local do
cromossomo de forma

invertida

Fonte: NEIHARDT (2004) (ADAPTADO).

As bactérias portadoras de resisténcia intrinseca ou de genes de resisténcia
apresentam maior adaptacdo e tolerancia a pressdo seletiva que os antibiéticos impdem
ao meio, devido as capacidades bioquimicas que tais microrganismos podem expressar
(KUMAR; VARELA, 2013), que favorecem seu desenvolvimento por reduzir a
competicdo por espaco e nutrientes no meio com as células que ndo possuem
mecanismos de resisténcia, selecionando os microrganismos menos susceptiveis ou
resistentes aos agentes inibitorios dentro de uma comunidade microbiana (GUSTAVO,
2008).

3.4 Aminoglicosideos

Os aminoglicosideos sdo usados no tratamento de infec¢bes causadas por
bactérias Gram-negativas aerobias. Fazem parte desta classe antibidticos como
gentamicina, tobramicina e amicacina que sdo utilizados no tratamento de infeccdes
nosocomiais em associagdo com [-lactdmicos e a estreptomicina e a canamicina
indicados no tratamento da tuberculose e brucelose. (GOODMAN; GILMAN'S, 2008;
KATZUNG, 2007).

A atividade bactericida dos aminoglicosideos permanece mesmo com a
diminuicdo da concentracdo sérica abaixo da concentracdo inibitoria minima (CIM).
Estes antibidticos penetram no interior das bactérias Gram-negativas, por difusdo
facilitada através de porinas presentes na membrana externa. O local de acdo é a
subunidade 30S dos ribossomos, que € composto por vinte e uma proteinas e uma
molécula 16S de RNA. O antibidtico aminoglicosideo liga-se a proteina 12S na
subunidade 30s ribossdmica, o que leva a um erro de leitura do codigo genético. A
sintese proteica pode ser inibida de duas formas diferentes, por interferéncia sobre o
complexo de iniciagdo ou a leitura errbnea do RNAm, que leva & incorporacdo de

diferentes aminoéacidos, resultando numa proteina ndo funcional (BRODY; LARNER;
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MINMEMAN, 1998: GOODMAN; GILMAN'S, 2008; KATZUNG, 2007; NEU;
GOOTZ, 1996).

3.5 Resisténcia a aminoglicosideos

Estdo descritas mais de 50 enzimas de resisténcia a aminoglicosideos, estando a
maioria associadas a bactérias gram-negativas. Dependendo do tipo de modificacdo que
ocorra estas enzimas sdo classificadas como acetiltransferases aminoglicosideos (AAC),
adenililtransferases aminoglicosideos (ANT) e fosfotransferases aminoglicosideos
(APH), conforme apresentado na Figura 3. A modificagcdo ocorre no grupo amino pela
enzima AAC e no grupo hidroxila pelas enzimas ANT e APH, perdendo a capacidade
de ligagdo ao ribossomo (FLUIT; VISSER; SCHMITZ, 2001; LECLERCO;
GLUPCZYNSKI; TULKIENS, 1999).

Figura 2 - Esquematizacdo da alteragcdo enzimatica dos aminoglicosideos.
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Continuacéo da Figura 2
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Fonte: NEU; GOOTZ (1996) (ADAPTADO).

Os Staphylococcus conseguem inativar esses antibioticos, por meio da agéo
enzimatica. A enzima ANT(4°)-I codificada pelo gene ant( 4°)-1a, confere resisténcia a
gentamicina, tobramicina e canamicina. Este gene pode ser encontrado em pequenos
plasmideos e faz parte da regido mec do material genético do Staphylococcus aureus.
As enzimas AAC(6’) ¢ APH (2”) sao codificadas pelo gene aac(6’)-1 + aph( 2”’), que
se localiza no transposon 4001 (Tn4001). Assim confere resisténcia a gentamicina,
tobramicina e canamicina. A neomicina e canamicina também podem ser inativadas
pela enzima APH (3°) - 111, codificada pelo gene aph(3°)-11la, presente no Tn5405, tanto
em cromossomos como em plasmideos (FLUIT; VISSER; SCHMITZ, 2001).

As bactérias Gram-negativas, como a Serratia marcescens também tém a
capacidade de alterar enzimaticamente os aminoglicosideos como a gentamicina. A
enzima que participa desta reacdo € a AAC (3) - V, o gene que codifica esta enzima esta
localizado em um plasmideo de conjugacdo (FLUIT; VISSER; SCHMITZ, 2001).

3.6 Light Emithing Diodes (LED)

O Light Emithing Diodes (LED) tem sido apresentado como um recurso muito

promissor, ainda que pouco frequente na pratica clinica, todavia ja se mostra bastante

eficaz na inativacédo bacteriana (MEYER et al., 2010).
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O LED ¢ uma categoria de luz que emite radiacdo numa faixa mais ampla do
espectro, porém com um comprimento de onda predominante. Apresenta emissdo de luz
espontanea, ndo coerente e com certo espalhamento, tornando possivel a iluminacgéo de
uma area maior, o que facilita o tratamento de lesdes superficiais (MOREIRA, 2009).
Diversos estudos obtiveram éxito na terapia fotodindmica antimicrobiana, utilizando
LED’s (DOVIGO et al.,, 2010; DOVIGO et al., 2011a; DOVIGO et al.,, 2011b;
SOARES et al., 2009). Os aparelhos de LED’s apresentam vantagens Como menor custo
e tecnologia mais simples, quando comparados aos aparelhos de laser (DONNELLY;
MCCARRON; TUNNEY, 2008; JORI et al., 2006). Os LED’s nao liberam energia
suficiente para causar danos aos tecidos humano. Os seus efeitos dependem de fatores
como: comprimento de onda, fluéncia, intensidade, tempo de irradiacdo, modo continuo
ou pulsado da onda e, padrdes de pulso (BAROLET, 2008).

3.6.1 Luz de LED azul

Como uma abordagem ndo antibidtica inovadora, a luz azul antimicrobiana
(aBL) no espectro de 400-470 nm demonstrou suas propriedades antimicrobianas
intrinsecas resultantes da presenca de cromoforos fotossensibilizadores enddgenos em
microrganismos patogénicos. Pressupfe-se que 0S microrganismos sejam menos
capazes de desenvolver resisténcia a aBL do que aos antibiéticos tradicionais, devido as
caracteristicas multi-alvo de aBL (DAL et al., 2012). Além disso, a aBL é muito menos
prejudicial para as células hospedeiras do que a irradiacdo ultravioleta (UV)
(KLEINPENNING et al., 2010; LIEBMANN et al., 2010).

3.7 Terapia fotodinamica antimicrobiana

O conceito de Terapia Fotodindmica (PDT, Potodynamic Terapy) foi
introduzido em 1900 por Oscar Raab (KALKA; MERK; MUKHTAR, 2000), a era
moderna da PDT teve inicio na década de 60, com estudos feitos por Lipson, Baldes e
Olsen (1964), que observaram fluorescéncia em lesdes neoplasicas induzidas por
injecdo de hematoporfirina em estado natural. A partir disso diversos estudos tém sido

realizados na busca de compreender a eficacia e 0s mecanismos deste tratamento.
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Weishanpt et al. (1976) postularam que o oxigénio singleto, era o agente
citotoxico responsavel pela destruicdo celular. Na TFD que as células expostas a um
fotossensibilizador, apés irradiacdo de luz, visivel em comprimento de onda especifico,
levam a producdo de espécies reativas de oxigénio (ERO’s), como oxigénio singleto e
superoxido que por sua vez, sao tdxicos para a célula, destruindo componentes celulares
como membrana, proteinas, lipideos, acidos nucleicos, resultando na morte celular.

O Fotossensibilizador (FS) absorve a energia emitida pela irradiacéo de luz e sai
do estado fundamental para o estado excitado, podendo retornar ao estado fundamental,
liberando luz e calor, ou pode realizar um cruzamento intersistema, passando para um
estado intermediario, denominado tripleto, que pode retornar ao estado fundamental
(Figura 3). As especies reativas de oxigénio podem ser dos tipos | e 1l.

Em uma reacéo tipo | ocorre a transferéncia direta de elétrons do FS para um
substrato, gerando diferentes tipos de espécies reativas, posteriormente sdo
interceptadas por produtos de oxigénio que geram oxidacdo, tendo como resultado a
formacéo de perdxido de hidrogénio (H202), radical superdxido ou radical hidroxila.
Em uma reacdo tipo Il, o FS excitado reage diretamente com o oxigénio molecular,
levando a producdo de oxigénio singleto. O oxigénio singleto inicia posteriormente, as

reacOes oxidativas sobre os componentes celulares.

Figura 3 — Diagrama de Jablonski: estados energéticos de uma molécula e as transicoes
entre elas.
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Fonte: http://microscopy.berkeley.edu/courses/TL M/fluor/index.html (2010) (ADAPTADO).
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A eficécia da PDT depende de diversos fatores, dentre eles da espécie (BLISS et
al., 2010; PEREIRA et al., 2011), do FS usado e sua concentragdo (BUYTAERT;
DEWAELE; AGOSTINIS, 2007; DOVIGO et al., 2011), do tempo de iluminacéo e do
Tempo de Pré-Irradiacdo (TPI) (BAMECK et al., 2016), que se trata do tempo em que a
substancia permanece em contato com 0s microrganismos previamente a iluminacao.
Durante esse periodo, o FS devera ligar-se a membrana celular ou penetrar nas células
(LAMBRECHTS; AALDERS; VAN-MARLE, 2005) microbianas para que, no ato da
emissdo de luz essa substancia seja capaz de exercer a sua funcdo na indugdo da morte
celular.

Trata-se de uma técnica ndo invasiva e localizada, cujos beneficios estimulam a
sua insercdo na rotina clinica devido a seletiva e a rapida inativacdo da viabilidade
microbiana apos fotoativacdo (PASCHOAL et al., 2013; WOOD et al., 2006). Isso
demonstra minima capacidade mutagénica sem favorecer o desenvolvimento de
resisténcia microbiana decorrente da grande toxicidade das espécies reativas de
oxigénio e em funcdo de atingir diferentes alvos, como membrana plasmatica,
mitocéndria e nucleo (DOUGHERTY, 2002).
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Obtencdo do material vegetal e identificacdo dos 6leos essenciais

Os 06leos essenciais utilizados neste estudo foram cedidos pelo Laboratério de
Quimica, da Universidade Federal do Parand, coordenado pelo professor Luiz Everson
Silva. A coleta do material vegetal para extracdo dos 6leos essenciais foi realizada no
Vale do Ribeira na Reserva Bioldgica BOM JESUS, sendo as amostras identificadas
com 0 numero 396412 (Piper arboreum), 396411(Piper aduncum) e 396403 (Piper
gaudichaudianum). A extracdo dos 6leos essenciais foi realizada por hidrodestilacdo em
aparelho graduado tipo Clevenger utilizando-se 50g de folhas secas em 1L de agua
destilada (WASICKY, 1963). Foram atribuidas siglas para os 0leos essenciais de cada
espécie, sendo OEPar, OEPad, OEPg para Piper arboreum Aubl., Piper aduncum L. e
Piper gaudichaudianum Kunt, respectivamente.

A identificacdo dos constituintes quimicos foi realizada por cromatografia em fase

gasosa acoplada a espectrometria de massas (CG/EM).

4.2 Aparelho de LED

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

aparelho, de 415nm.

4.3 Cepas bacterianas

As cepas utilizadas nos testes foram obtidas do Laboratério de Microbiologia e
Biologia Molecular (LMBM) da Universidade Regional do Cariri (URCA). Foram
utilizadas linhagens padrédo e resistentes das bactérias: Escherichia coli ATCC 25922,

Escherichia coli 06, Staphylococcus aureus ATCC 6538 e Staphylococcus aureus 10.
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4.4 Preparo dos 0leos essenciais

Foram pesadas 10 mg do 6leo essencial a ser testado e colocado em eppendorfs
individualizados, diluidos em 0,5 mL de DMSO. Essa primeira solucdo foi colocada em
um tubo falcon e acrescentado mais 9,265 mL de agua, perfazendo um total de 9,765
mL de solucdo com concentracdo de 1024 pg / mL para cada 6leo essencial. Essa
solucéo foi utilizada para os testes de CIM e modulacao.

4.5 Preparo dos In6culos e antibidticos

As culturas de bactérias foram semeadas em placas de Petri contendo BHI e,
incubadas em estufa a 37 °C para crescimento por 24 horas. Apds esse periodo, foi
realizado um arrasto de cada cultura microbiana e diluido em tubos de ensaio contendo
BHI identificados, em triplicata. Foi testada a turbidez da solucdo com um controle de
0,5 da escala de McFarland.

Os Eppendorfs do teste foram preparados em triplicata para cada bactéria e para
cada 6leo essencial, contendo 5 mL de BHI a 10% + 500 pL do in6culo (correspondente
a 10% da solucéo total) paraa CIM (NCCLS, 2003).

Os antibioticos utilizados no teste foram norfloxacina, eritromicina, amicacina e

gentamicina, na concentracgdo inicial de 1024 ug / mL.

4.6 Determinacao da Concentracdo Inibitéria Minima (CIM)

Foram adicionados 100 uL da solucéo final dos indculos em cada pogo da
placa contendo 96 pocos e, em seguida foi feita a microdilui¢do seriada com a solugéo
de 100 uL de cada 6leo, por coluna, variando nas concentragbes de 512 ug / mL no
primeiro pogo a 0,5 pug / mL no ultimo poco. As microdiluicdes foram realizadas em
triplicata. As placas foram subdivididas em dois grupos: o primeiro foi submetido a luz
de LED azul e, o segundo grupo ndo foi submetido as luzes de LED. As placas foram
incubadas a 37 °C, durante 24h. A determinacdo da CIM bacteriana foi feita utilizando-
se a adi¢do de 25 pL de resazurina em cada pogo e observacdo ocular apds 20 minutos
(COUTINHO et al., 2010).
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4.7 Modulacéo da atividade antibidtica

Para verificar a modulagdo do efeito antibacteriano dos antibidticos frente as
cepas testadas, foi utilizado o método proposto por Coutinho et al. (2010). Foram
preparados tubos eppendorf contendo cada um deles as substidncias em volume
correspondente a concentracdo sub-inibitéria (CIM / 8), quantidade de BHI 10 %
variavel de acordo com o volume da concentragdao sub-inibitéria e 150 pL. da suspensao
bacteriana (correspondente a 10 % da solugdo). Para o controle foram preparados tubos
eppendorf com 1,5 mL de solucdo contendo 1.350 puL de BHI (10 %) e 150 uL de
suspensao de microrganismos. A placa foi preenchida no sentido numérico adicionando-
se 100 pL desta solucdo em cada poco. Em seguida, foi feita a microdiluicdo seriada
com 100 pL do antibidtico. As placas foram subdividas em dois grupos: o primeiro foi
submetido a luz de LED azul e o segundo grupo nao foi submetido as luzes de LED. As
placas foram incubadas a 37 °C, durante 24h. A determinacdo da CIM bacteriana foi
feita utilizando-se a adigdo de 25 pL de resazurina em cada pogo e observagao ocular

apo6s 20 minutos.

4. 8 Analise Estatistica

Os dados foram analisados atraves do programa estatistico GraphPad Prism 5.0.
Os dados foram analisados 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 foi considerado

significativo).
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Composicao quimica

As quantidades relativas dos componentes individuais foram calculadas com
base na area de pico do CG, onde foram considerados como componentes majoritarios
aqueles que apresentaram um percentual acima de 10 %. A composicdo quimica dos
6leos essenciais das espécies utilizadas neste estudo constituiu-se principalmente de
sesquiterpenos. O Oleo essencial de Piper arboreum teve um rendimento de 0,23 %.
Foram identificados 15 componentes, representando 83,58 % da composigéo (Tabela 1),
dos quais 5,57 % sdo monoterpenos oxigenados, 44,57 % sdo sesquiterpenos
oxigenados, 33,43 % sd@o0 sesquiterpenos ndo oxigenados, tendo como principais
constituintes f-copaen-4-a-ol 31,38 % e muurola-4,10(14)-dien-1-B-ol 17,32 % (Figura
4). Este resultado diverge com o encontrado por Silva et al (2014), que identificaram
biciclogermacreno (28,7 %) como componente majoritario, neste mesmo estudo
também foi identificado P-copaen-4-o-ol, sendo caracterizado como o segundo
componente com maior concentracdo. Salleh et al. (2014) identificaram como composto
majoritario no oleo essencial de Piper abreviatum spathulenol (11,2 %), que também se

encontra entre os principais constituintes de P. arboreum no presente estudo.

Tabela 1 - Composicao quimica dos 6leos essenciais de Piper arboreum Aubl, Piper

aduncum L. e Piper gaudichaudianum Kunth.

Compostos OEPar OEPad OEPg
IR % IR % IR %
Monoterpenos hidrocarbonados
Germacreno A - - 1502 13,33 - -
a-pineno - - - - 935 2,19
Monoterpenos oxigenados
Khusimone 1600 2,48 - - - -
Sersquiterpenos hidrocarbonados
(E)-Cariofileno 1426 3,61 1426 1,18 1425 3,75
d-cadineno 1531 1,02 - - - -
a-amorfeno 1488 2,09 - - - -
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d-selineno 1493 1,03 - - - -
4,5-di-epi-Aristolocheno - - - - 1470 1,27
Allo-aromadendreno - - - - 1467 2,47
Amorpha-4,7(11)-dieno - - - - 1477 2,86
Aromadendreno - - 1445 1,38
Biciclogermacreno - - - - 1504 2,57
d-cadineno - - - - 1530 9,39
a-calacoreno - - - - 1551 3,5
[-calacoreno - - - - 1572 1,98
d-cadineno - - 1530 2,30 - -
a-copaeno - - - - 1381 4,36
4-epi-cis- dihidroagarofurano - - - - 1508 2,99
B-elemeno - - - - 1438 6,1
v-Elemeno - - - - 1397 5,24
(E,E)-a-Farneseno - - - - 1513 1,92
Germacreno B 1561 2,44 - - 1566 21,53
Germacreno D - 1493 3,13 1487 1,2
Heptan-2-one <6-methil-6-(3- 1645 1,63 - - - -
metilfenil
a-humuleno - - 14,60 3,18 1460 3,67
[B-macrocarpeno - - 1499 13,13 - -
a-muuroleno - - 1506 1,09 - -
d-selineno - - 1498 1,65
Sesquiterpenos oxigenados
B-copaen-4-a-ol 1593 31,38 1588 12,36 | 1587 2,06
Cedrol - - 1604 2,12 - -
Oxido cariofileno - - 1592 1,96
cis-cadin-4-en-7-ol - - 1629 1,80 - -
Eudesm-7(11)-em-4-ol 1690 1,03 - - - -
7-acetoxi-elema-1,3-dien-8-8-ol 1792 2,06 - - - -
Germacra-4(15),5,10(14)-trien-1-a-ol 1683 1,5 - - - -
Globulol - - 1594 3,43 - -
Epdxido humuleno 11 - - 1619 2,12 - -
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Intermedeol 1666 1,75 - - - -
(E)-Nerolidol - - - - 1569 3,26
(Z)-nerolidol - - 1539 2,11 - -

cis-sesquisabineno hydrate - - 1541 1,39 - -
Pogostol - - 1650 3,15 - -
Muurola-4,10(14)-dien-1-3-ol 1640 17,32 - - - -
Oxido p-Himachaleno 1619 6,16 - - - -
Espatulenol 1587 8,08 - - - -

IR — Indice de retencdo. OEPar: Oleo essencial de Piper arboreum Aubl.; OEPad: Oleo

essencial de Piper aduncum L.; OEPg: Oleo essencial de Piper gaudichaudianum

Kunth.

Figura 4 — Estruturas quimicas dos constituintes majoritarios identificados no 6leo
essencial das folhas de Piper arboreum Aubl.

[-copaen-4-a-ol

muurola-4,10(14)-dien-1-p-ol

O oleo essencial de Piper aduncum L. teve um rendimento de 0,35 %, foram

identificados 54,07 % dos constituintes, correspondendo a 16 compostos (Tabela 1),

sendo 3,38 % monoterpenos hidrocarbonados, 23,66 % sesquiterpenos ndo oxigenados e

27,07 % sesquiterpenos oxigenados, tendo como principais constituintes germacrene A
13,33 %, P-macrocarpeno 13,13 % e B-copaen-4-a-ol 12,36 % (Figura 5). Estes

resultados também diferem com resultados obtidos em estudos anteriores para esta

espécie. Valadares et al (2018) identificou miristicina (12,4 %) como principal

componente do 6leo essencial de P. aduncum, divergindo com o resultado encontrado

neste estudo.



35

Figura 5 — Estruturas quimicas dos constituintes majoritarios identificados no 6leo
essencial das folhas de Piper aduncum L.

J% CE g

Germacreno A B-copaen-4-a-ol B-macrocarpeno

A destilacio do o6leo essencial de Piper gaudichaudianum apresentou
rendimento de 0,56 %. Foram identificados 22 componentes, representando 87,04 % da
composicdo (Tabela 1), destes 3,96 % sdo monoterpenos hidrocarbonados, 67,26 %
sesquiterpenos ndo oxigenados e 15,82 % sesquiterpenos oxigenados, tendo como
principal constituinte germacreno B 21,53 % (Figura 6). Este resultado esta em
desacordo com estudos anteriores realizados com esta espécie. Segundo Sperotto et al.
(2013) os principais compostos do 6leo essencial de Piper gaudichaudianum foram (E)-
nerolidol (22,06 %) ¢ a-humuleno (21,32 %). Schindler; Heinzmann (2017) analisando
o efeito da sazonalidade sobre a composicdo quimica dos 6leos essenciais de P.
gaudichaudianum identificaram como principal composto o fenilpropanoide dillapiole
(69,2 %).

Figura 6 — Estrutura quimica do constituinte majoritario identificado no 6leo essencial

das folhas de Piper gaudichaudianum Kunth.

Germacreno B
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A composi¢do quimica dos 6leos essenciais das espécies utilizadas neste estudo
difere dos dados encontrados na literatura, conforme relatado anteriormente. Essa
diferenca pode ser atribuida a fatores ambientais, genéticos e bioticos. A variabilidade
quimica pode resultar da pressdo de selecdo ambiental e / ou ecoldgica, caracterizando
um ajuste quimico as condi¢des ambientais predominantes (TELASCREA et al., 2007).

5.2 Determinacdo da concentracao inibitoria minima (CIM)

Nos testes de microdiluicdo foi observado que o dleo essencial de Piper
arboreum (OEPar) apresentou CIM =512 pg/mL contra Staphylococcus aureus padrao,
128 pg/mL contra S. aureus multirresistente e > 1024 pug/mL contra Escherichia coli
padréo e resistente. O 0leo essencial de Piper aduncum (OEPad) apresentou CIM = 512
pHg/mL contra S. aureus padrdo, 16 pug/mL contra S. aureus multirresistente, > 1024
pg/mL contra E. coli padrdo e 813 pg/mL contra E. coli resistente. O 0leo essencial de
Piper gaudichaudianum (OEPg) apresentou CIM = 813 pg/mL contra S. aureus padrédo

e > 1024 pg/mL contra S. aureus resistente e E. coli padréo e resistente (Tabela 2).

Tabela 2 - Concentracéo Inibitoria Minima (CIM) dos 6leos essenciais de Piper
arboreum, Piper aduncum e Piper gaudichaudianum (ug/mL).

Bactérias
Oleos essenciais :
S. aureus S. aureus E. coli E. coli
6538 10 25922 06
Piper arboreum 512 128 > 1024 > 1024
Piper aduncum 512 16 > 1024 813
Piper
>1024 813 >1024 >1024

gaudichaudianum

Os oleos essenciais ndo demonstraram atividade significativa contra E. coli, este
resultado pode ser justificado pela presenca de uma membrana externa neste
microrganismo, que dificulta a passagem dos componentes presentes nos Oleos
essenciais, bem como de outros antimicrobianos dificultando, portanto, a sua acao
(HOLLEY; PATEL, 2005; OLADIMEJI; ORAFIDIYA; OKEKE, 2004). Manzote et al.
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(2018) encontraram resultado semelhante analisando o 6leo essencial de P. aduncum
frente a E. coli e S. aureus, onde o 6leo mostrou atividade inibitéria somente contra a
cepa Gram-positiva.

Foi observada atividade clinicamente relevante dos Oleos essenciais de P.
arboreum e P. aduncum contra S. aureus multirresistente, corroborando com relatos
encontrados na literatura, que indicam que as bactérias Gram - positivas sdao mais
susceptiveis aos  6leos  essenciais do que bactérias  Gram-negativas
(HANAMANTHAGOUDA et al., 2010). Este resultado diverge com estudo anterior
realizado por por Salleh et al. (2014), onde ndo encontraram atividade clinicamente
relevante do 6leo essencial de Piper abbreviatum contra S. aureus. Alves Borges Leal et
al., (2019) n&do encontraram atividade antibacteriana intrinseca do oOleo essencial de

Piper rivinoides.

5.3 Modulacéo da atividade antibiotica

A combinacdo do O6leo essencial de Piper arboreum (Figura 7) com 0s
antibidticos norfloxacina e gentamicina provocou diminuicdo da CIM contra S. aureus,
indicando sinergismo na associacdo destes tratamentos, ao passo que para E. coli foi
observado sinergismo apenas na associagdo com gentamicina, para norfloxacina ndo foi
observado efeito significativo (Figura 8). As bombas de efluxo presentes na membrana
plasmatica de E. coli podem esta relacionadas com este resultado, sendo estas estruturas
responsaveis por expelir as substancias antimicrobianas contribuindo, portanto, para a
resisténcia desta cepa (WAGNER; ULRICH-MERZENICH, 2009).
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Figura 7: Oleo essencial das folhas de Piper arboreum (OEPar) em associagdo com

antimicrobianos contra Staphylococcus aureus.
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Figura 8: Oleo essencial das folhas de Piper arboreum (OEPar) em associagdo com

antimicrobianos contra Escherichia coli.
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A combinacdo do 6leo essencial de Piper aduncum com norfloxacina provocou
aumento da CIM, gentamicina a diminuicdo da CIM indicando, respectivamente
antagonismo e sinergismo contra S. aureus e E. coli (Figuras 9 e 10). Tal achado pode
ser explicado pela ligacdo dos componentes em locais de ligacao para o antibidtico, ou a
quelacdo da droga causando uma diminuicdo no seu espectro de acdo (COUTINHO et
al., 2008a), tais mecanismos também podem explicar o antagonismo entre o0 OEPg e
gentamicina contra E. coli. O sinergismo observado com gentamicina pode ser
explicado pela eficicia dos aminoglicosideos contra Gram-negativos e, sua capacidade
de atuar em conjunto com outras drogas ou produtos naturais contra Gram-positivos
(AZZOPARDI; FERGUSON, 2013).
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Figura 9: Oleo essencial das folhas de Piper aduncum (OEPad) em associagido com

antimicrobianos contra Staphylococcus aureus.
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Figura 10: Oleo essencial das folhas de Piper aduncum (OEPad) em associa¢do com

antimicrobianos contra Escherichia coli.
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A associacdo do 6leo essencial de Piper gaudichaudianum com as drogas

norfloxacina e gentamicina apresentou efeito sinérgico frente S. aureus provocando a

diminuicdo da CIM (Figura 11) e efeito antagbnico frente E. coli, provocando o

aumento da CIM (Figura 12).
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Figura 11: Oleo essencial das folhas de Piper gaudichaudianum (OEPg) em associacio

com antimicrobianos contra Staphylococcus aureus.
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Figura 12: Oleo essencial das folhas de Piper gaudichaudianum (OEPg) em associacio

com antimicrobianos contra Escherichia coli.
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A composicdo da parede celular dos microrganismos Gram - positivos por
apresentar-se mais espessa, com maior quantidade de peptideoglicanos, torna-os mais
susceptiveis aos antibioticos do que os microrganismos Gram — negativos (COUTINHO
et al., 2008b; GUIMARAES; MOMESSO; PUPO, 2010). O sinergismo entre o 6leo
essencial de P. gaudichaudianum e os antibioticos norfloxacina e gentamicina contra S.
aureus pode ser devido as alteracfes na permeabilidade da parede e membrana celular
do microrganismo, facilitando a passagem de drogas que atuam no interior da célula,
como os aminoglicosideos e norfloxacina (VAN BAMBEKE et al., 2003).

Burt (2004) avaliou a acdo de Oleos contra microrganismos e identificou
alteracbes na permeabilidade da membrana celular. Os dleos essenciais possuem
caracteristicas capazes de prevenir a viruléncia, devido as classes aromaticas e seus

constituintes monterpénicos, sesquiterpénicos, fenilpropandides e alcoois. A
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combinacdo de um produto natural com um antibiético convencional pode aumentar seu
espectro de agdo contra diversos microrganismos, especialmente bactérias. A
potencializagdo da atividade de um antibidtico ou a inibicdo da resisténcia bacteriana
classifica esses compostos como modificadores da atividade antibiética (COUTINHO et
al., 2009).

O antibidtico eritromicina ndo apresentou resultado significativo contra
nenhuma das cepas utilizadas neste estudo. Este antibidtico interfere na sintese proteica,
atuando sobre a subunidade ribossomica 50S, Alves Borges Leal et al. (2019)
observaram sinergismo entre o 6leo essencial de P. rivinoides com a eritromicina,
divergindo com o resultado observado no presente estudo. As alteragdes na estrutura da
eritromicina possivelmente, provocaram modificagdo no sitio ativo do antibidtico para
ligacdo com a subunidade 50S ribossomica ou, ativacdo de genes responsaveis pela
expressdo de bombas de efluxo (COUTINHO et al., 2009).

5.4 Efeito da luz de LED sobre a modulacéo da atividade antibidtica

Na associacdo dos antibacterianos com LED azul, na auséncia do 6leo essencial
(Figuras 13, 14 e 15) foi observado efeito sinérgico para S. aureus utilizando amicacina,
para gentamicina esta associagdo ndo apresentou resultado significativo, mostrando-se
indiferente, ao passo que para E. coli foi observado sinergismo utilizando os dois
antibioticos.

Ao analisar a associacao dos antibioticos com o LED azul, na presenca do 6leo
essencial de Piper arboreum (Figura 13) observou-se sinergismo com amicacina e
gentamicina frente S. aureus, para E. coli a combinacdo mostrou efeito sinérgico com
amicacina e antagdnico com gentamicina.

A combinacdo do o6leo essencial de Piper aduncum com o antibiotico
gentamicina sob efeito da luz azul (Figura 14) provocou diminuicdo da CIM contra S.
aureus. Com amicacina foi observado diminuicdo da CIM contra E. coli, entretanto
contra S. aureus ndo houve resultado significativo. A combinacao do 6leo essencial de
Piper gaudichaudianum com os antibidticos amicacina e gentamicina sob efeito da luz
azul (Figura 15) provocou diminuicdo da CIM contra todas as cepas utilizadas neste

estudo.
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Figura 13 - Oleo essencial de Piper arboreum (OEPar) em associagcdo com
antimicrobiananos e LED azul contra as cepas de Staphylococcus aureus e Escherichia
coli.
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Figura 14 - Oleo essencial de Piper aduncum (OEPad) em associagio com
antimicrobiananos e LED azul contra as cepas de Staphylococcus aureus e Escherichia
coli.
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Figura 15 - Oleo essencial de Piper gaudichaudianum (OEPg) em associagio com
antimicrobiananos e LED azul contra as cepas de Staphylococcus aureus e Escherichia
coli.
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O mecanismo de acdo da luz de LED azul antimicrobiana (aBL) ndo esta
completamente elucidado, a hipotese comum para os efeitos sinérgicos obtidos com
amicacina e gentamicina é que a acao antimicrobiana se da via indugdo ao estresse
oxidativo. A interacdo entre o fotossensibilizador, que possivelmente seja 0s
constituintes presentes nos 6leos essenciais, e a luz visivel emitida pelo LED, tem como
resultado final a formacdo de radicais livres que sdo responsaveis por promover o
estresse oxidativo, resultando na destruicdo celular. O fotossensibilizador absorve a
energia luminosa e passa a um estado excitado singlete, este por sua vez pode passar
para um estado triplete excitado, podendo participar nas reacdes tipo | ou Il, que
envolvem a producdo de espécies reativas de oxigénio (ERO’s) e oxigénio singlete
(WAINWRIGHT, 1998), esses radicais livres podem provocar alteracdo na homeostase
celular, modulacdo da sintese de DNA e RNA, modificacdes na permeabilidade da
membrana plasmatica, alcalinizacdo do citoplasma e despolarizacdo da membrana
(PERUSSI, 2007; WAGNER, 2011).

A fototerapia surgiu como uma alternativa para reduzir o uso indiscriminado de

antimicrobianos, interferindo diretamente na resisténcia microbiana. E uma técnica
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minimamente invasiva, utilizada em diversos tipos de tratamentos (KONOPKA,;
GOSLINSKI, 2007). Neste estudo demonstramos que a exposi¢do a luz de LED azul
teve efeitos contra bactérias Gram-positivas eou Gram-negativas. Estes resultados
assemelham-se com o estudo feito por Pereira et al. (2017), que avaliando a atividade
antibacteriana do 6leo essencial das folhas de Eugenia jambolana em associacdo com
luz de LED, observaram modulacdo sinérgica da luz azul quando associada a
antibioticos, promovendo a inativacao de bactérias Gram-positivas e Gram-negativas.

Foi relatado anteriormente que a luz de LED azul causou inativacdo de
Propionibacterium acne induzindo a remocdo da camada externa de elétrons
(especialmente dos atomos de oxigénio) das moléculas que formam a membrana
citoplasmatica das bactérias (DAI et al., 2013). Resultados semelhantes foram obtidos
no estudo de Yasukawa et al. (2012), depois de pré-tratadas com aBL (470 nm) as cepas
de E. coli que expressam BsPAC tornaram-se mais susceptiveis a fosfomicina, acido
nalidixico e estreptomicina do que as células incubadas no escuro.

Estudos mostraram a presenca de cromdforos fotossensibilizadores endogenos,
como porfirinas e flavinas em diversas estirpes bacterianas (DAl et al., 2013; WANG et
al., 2016; ZHANG et al., 2016) atraves de analise por HPLC ou espectroscopia por
fluorescéncia. Nitzan et al. (2004) relatam que, na presenca da luz azul a 405 nm a
coproporfirina endégena é responsavel pela maioria dos radicais livres e, uma maior
quantidade de coproporfirina leva a uma maior inativacdo bacteriana. Bactérias Gram-
positivas (S. aureus 3,38/UFC) tiveram um maior teor de coproporfirina em comparagéo
com Gram-negativas (E. coli 0157:H7 0,14 g/UFC).

Estes estudos comprovam a eficdcia da luz azul frente a diversas cepas
bacterianas, bem como a sua acdo em diversos componentes da célula levando a
producao de ERO’s responsaveis, em parte pela inativagao bacteriana.

O antagonismo observado entre 0 OEPar e OEPad com amicacina e, 0 OEPg
com gentamicina contra E. coli, pode ser justificado pela ligacdo dos componentes em
locais de ligacdo para o antibiotico, ou a quelacdo da droga causando uma diminuicao
no seu espectro de acdo (COUTINHO et al., 2008). Entretanto, quando houve a
exposicdo a luz de LED azul o antagonismo foi revertido revelando, portanto, o efeito
potencializador da luz azul sobre os antibidticos.

Foi possivel observar resultados relevantes frente E. coli na modulagdo com
amicacina e gentamicina, que provocou a diminui¢cdo da MIC, indicando sinergismo,

que por sua vez foi potencializado com a luz azul. Biener et al. (2017) sugeriram que a
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inativacdo bacteriana pela luz azul é devido as mudangas marcantes induzidas no
potencial transmembrana, como alteracdo na sua integridade ou desativando a sua
bomba de ions. Essas alteracfes causadas na membrana plasmatica bacteriana podem
explicar a potencializacéo do efeito sinérgico observado no presente estudo para E. coli,
onde a formacéo de radicais livres induzida pela luz de LED, possivelmente provocou
danos na membrana externa, facilitando a passagem dos aminoglicosideos. Dessa
forma, o presente estudo mostra que a metodologia empregada pode modificar a

resisténcia das bactérias Gram-negativas.
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6 CONCLUSAO

A maioria dos constituintes presentes nos 6leos essenciais de Piper auboreum,
Piper aduncum e Piper gaudichaudianum pertencem a classe dos terpenos.

Os 0leos essenciais das trés espécies analisadas possuem atividade clinicamente
relevante frente as cepas padrdo e multirresistente de Staphylococcus aureus e,
modulam o efeito da atividade antibiotica de norfloxacina, gentamicina e amicacina.

A luz de LED azul apresentou atividade inibitoria sobre o crescimento
bacteriano, bem como sobre a acdo de antibidticos que ndo sdo fotoativos modulando,
em sua maioria, de forma sinérgica. Dessa forma a aBL apresenta grande contribuicdo
na inativacdo bacteriana, sobretudo contra Gram — negativos que devido as suas
caracteristicas morfologicas sdo mais resistentes a acdo dos agentes antibacterianos.

Esses achados representam resultados promissores na busca por novas terapias
para infeccOes bacterianas resistentes a antibioticos. Por fim faz-se necessario a
realizacdo de pesquisas mais aprofundadas, como ensaios clinicos elucidando os efeitos
moduladores dos Oleos das espécies aqui estudadas em associacdo com diodos

emissores de luz, para posterior aplicacédo clinica.
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