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RESUMO

Avaliacdo da Atividade Antibacteriana e Moduladora de Cumarinas Derivadas de Eugenol E
Dihidroeugenol Associadas a Luz De LED Azul.

RESUMO

As cumarinas sdo estudadas pelo seu potencial no combate a infec¢bes em plantas e animais, desta
maneira, evidenciando sua atividade contra microrganismos patégenos. O uso de associacao
terapéuticas pode potencializar atividades ja encontradas destes compostos. A quimioterapia
antimicrobiana fotodindmica tem se apresentado como terapia alternativa com atividade
antibacteriana, este tipo de terapia baseia-se na ativacdo de fotossensibilizadores, levando a
formacdo de espécies reativas de oxigénio que causam a morte bacteriana. Diante do exposto, 0
presente estudo objetivou verificar a atividade antibacteriana e modulatoria de derivados de
cumarinas associados a luz de LED (Light Diode-Emitting) azul. Foram testadas cumarinas
derivadas de eugenol e Dihidroeugenol. Para este estudo foram utilizadas e testadas nove das
substancias disponibilizadas. Foram determinadas as Concentra¢Ges Inibitérias Minima de cada
substancia para cepas padrdes e multirresistentes de Staphylococcus aureus e Escherichia coli,
padrdo e multirresistentes, posteriormente foram moduladas com antibi6ticos, norfloxacino,
gentamicina e ampicilina. A modulacdo foi realizada para cada substancia em duas placas, uma
delas ndo foi exposta ao LED e a outra foi exposta por 20 minutos ao aparelho de LED na cor azul
(415 nm). Para a leitura das placas utilizou-se a resazurina apds 24 h de incubacdo em estufa a 37°
C. As substancias 3-benzoil-8-metoxi-2H-cromen-2-ona, &acido 8-metoxi-2-0x0-6-propil-2H-
cromen-3-carboxilico, 3-(hidroxi(4-nitrofenil) metil)-8-metoxi-6-propil-2H-cromen-2-ona e 3-(4-
aminobenzoil)-8-metoxi-6-propil-2H-cromen-2-ona exibiram sinergismo aos antibioticos, tanto sem
quanto com exposicdo ao LED azul, para S. aureus e E. coli. O mecanismo pelo qual o LED age na
inativacdo bacteriana esta associado a interacdo com os fotossensibilizadores e a producdo de
espécies reativas de oxigénio que levam a morte celular, o estudo de novas substancias que
produzam efeitos semelhantes auxiliam a ampliar a aplicacdo desse tipo de terapia. Os diferentes
resultados indicam que é necessaria uma investigacdo do mecanismo pelo qual cada substéncia
interage associada ao LED, bem como cada antibiotico, que por vezes exibiram reducdo da CIM
com a exposi¢do ao LED, outras vezes mostram aumento dela. Os resultados obtidos trazem dados
adicionais a respeito da utilizacdo de compostos sintéticos no desenvolvimento de novos farmacos e
associacdo com a fototerapia no enfrentamento ao problema da resisténcia antimicrobiana.

Palavras-Chave: Cumarinas. Atividade antibacteriana. Fototerapia. Produtos Naturais.

Agradecimentos: Laboratorio de Microbiologia e Biologia Molecular; Universidade Federal de
Alfenas.
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ABSTRACT

Evaluation of the Antibacterial and Modulating Activity of Coumarins Derived from Eugenol
and Dihydrogenol Associated with Blue LED Light.

ABSTRACT

Coumarins are studied for their potential to fight infections in plants and animals, thus showing
their activity against pathogenic microorganisms. The use of therapeutic association can enhance
activities already found in these compounds. Thus, photodynamic antimicrobial chemotherapy has
been presented as an alternative therapy with antibacterial activity, this type of therapy is based on
the activation of photosensitizers, leading to the formation of reactive oxygen species that cause
bacterial death. Given the above, this study aimed to verify the antibacterial and modulatory activity
of coumarins derivatives associated with blue LED (Light Diode-Emitting) light. Nine coumarins
derived from eugenol and dihydroeugenol were tested. The Minimum Inhibitory Concentrations of
each substance were determined for standard and multiresistant strains of Staphylococcus aureus
and Escherichia coli, later modulated with antibiotics, norfloxacin, gentamicin and ampicillin. The
modulation was performed for each substance on two plates, one of which was not exposed to the
LED and the other was exposed for 20 minutes to the blue color device (415 nm). To read the
plates, resazurin was used after 24 hours of incubation in an incubator at 37 °C. The substances 3-
benzoyl-8-methoxy-2H-chromen-2-one, 8-methoxy-2-0xo0-6-propyl-2H-chromen-3-carboxylic acid,
3-(hydroxy(4-nitrophenyl)methyl) -8-methoxy-6-propyl-2H-chromen-2-one and 3-(4-
aminobenzoyl)-8-methoxy-6-propyl-2H-chromen-2-one exhibited synergism to antibiotics both
with and without exposure to the blue LED, for S. aureus and E. coli. The mechanism by which
LED acts in bacterial inactivation is associated with interaction with photosensitizers and the
production of reactive oxygen species that lead to cell death, the study of new substances that
produce similar effects help to broaden the application of this type of therapy. The different results
indicate that it is necessary to investigate the mechanism by which each substance interacts in
association with LED, as well as each antibiotic, which sometimes showed a reduction in MIC with
LED exposure, other times showed an increase in it. The results obtained bring additional data
regarding the use of synthetic compounds in the development of new drugs and their association
with phototherapy to face the problem of antimicrobial resistance.

Keywords: Coumarins. Antibacterial activity. Phototherapy. Natural products.
Acknowledgements: Laboratory of Microbiology and Molecular Biology. Federal University of

Alfenas.
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IMPORTANCIA/RELEVANCIA PARA A SOCIEDADE

A pandemia da COVID-19 causada pelo coronavirus nos mostrou, entre outras coisas, a
importancia de estarmos atentos ao controle dos microrganismos, tendo em vista o seu potencial
para ocasionar sérios danos a saude humana. Além disso, uma situacdo que ja vem ha bastante
tempo alertando os pesquisadores por todo 0 mundo € a questdo da resisténcia aos antimicrobianos
desenvolvida pelas bactérias, pois nestes casos poderiamos chegar ao ponto de ndo conseguir tratar
determinadas doencas por falta de medicacOes efetivas contra determinadas espécies bacterianas.

Ademias, as substancias derivadas de produtos naturais obtidas de plantas utilizadas com
fins terapéuticos ja sdo amplamente estudadas no combate a infeccBes bacterianas, dentre elas as
cumarinas presentes em diversas espécies. Assim, nesse estudo, foi possivel verificar a eficicia de
compostos cumarinicos derivados de eugenol, produtos oriundos de plantas, para 0 uso associado
aos antibidticos comumente utilizados, com a finalidade de potencializar seus efeitos e melhorar as
condicdes de tratamento. Também foi testada a associagdo com luzes de LED azul que ja mostrou
que podem combater bactérias em outros tipos de tratamento, como a acne e para cicatrizacdo de
feridas, e que n&o representam riscos ao paciente, dessa maneira haveria mais uma possibilidade

tratamento para os principais microrganismos causadores de doencas.
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1 INTRODUCAO GERAL

Os antibioticos foram os mais impactantes medicamentos j& descobertos, pois sdo capazes
de curar habitualmente por muitos pacientes. Porém, ao mesmo tempo, sdo os Unicos medicamentos
que perdem sua eficAcia com o uso continuo. O desenvolvimento de novos antibidticos esta
diminuindo, enquanto a resisténcia a eles estd aumentando, 0 que pode ocasionar a perda destes
medicamentos para a pratica da medicina. (NATHAN, 2020; ROOPE et al., 2019).

Tal resisténcia aos antimicrobianos (RAM) surge como consequéncia do seu uso. Os
antibidticos sdo necessarios para curar infeccGes, entretanto, sdo utilizados de forma indevida, sob
uso abusivo e desnecessario, e dessa maneira ha aumento da pressdo seletiva sobre as bactérias que
desenvolvem, por decorréncia, a resisténcia. Mundialmente, muitos pacientes sofrem as
consequéncias da RAM, uma vez que, as infec¢bes ja ndo sdo mais responsivas a medicagdo
comumente utilizada em seus tratamentos (WHO, 2012).

Os estudos avancam na busca por estratégias para descobrir novas drogas, entre elas, a
triagem sistemética de bibliotecas de compostos sintéticos, a investigacdo de produtos naturais
orientados pela etnofarmacologia, a modificacdo estrutural de drogas conhecidas e o desenho in
silico de novas moléculas (KESERU; MAKARA, 2009; NEWMAN; CRAGG, 2016; OU-YANG et
al., 2012).

A hibridizacdo, fusdo de subunidades distintas com propriedades farmacoforicas derivadas
de bioativos sintéticos ou naturais, também tem grande apelo e importancia, podendo possibilitar a
descoberta de potenciais agentes anti-infecciosos, pois os hibridos podem ter suas propriedades
aprimoradas em relacdo aos farmacdforos preexistentes individualmente (ANUMALA et al., 2017;
PEDROSA et al., 2017).

Assim, todas as pesquisas comungam do mesmo objetivo de buscar alternativas para
contornar essa resisténcia. Nesse contexto, os estudos com produtos naturais e seus derivados vem
se mostrando promissores. Os metabdlitos secundarios, compostos produzidos pelas plantas como
uma resposta adaptativa as condi¢Bes que o ambiente lhes impde tem sido amplamente utilizado nas
pesquisas. Estes compostos apresentam uma grande diversidade estrutural, e consequentemente,
apresentam diversas funcdes e atividades farmacologicas, algumas ja conhecidas outras ainda em
estudo (DIXON, 2001; DODDS; RATHJEN, 2010).

Entre estes metabodlitos secundarios, as cumarinas sao estudadas pelo seu potencial no
combate a infeccbes em plantas e animais, desta maneira, evidenciando sua atividade contra

microrganismos patdgenos. Esses compostos sdo produzidos pela via dos fenilpropandides. Ja
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foram evidenciadas algumas atividades para esta classe de compostos, que variam de
antimicrobiana e antiviral a anticoagulante e anticancer (STRINGLIS; JONGE; PIETERSE, 2019).

As cumarinas utilizadas nesse estudo sdo derivadas de Eugenol e Dihidroeugenol. A
estrutura quimica do eugenol pode ser modificada em laboratorio e, portanto, pode dar origem a
derivados com diferentes perfis de atividade biologicas (GOVEA et al., 2020).

Ademais, 0 uso de associacdo terapéuticas pode potencializar atividades ja encontradas
destes compostos. Assim, a quimioterapia antimicrobiana fotodinamica tem se apresentado como
terapia alternativa com atividade antibacteriana, fundamentada na ativacéo de fotossensibilizadores,
levando a formacdo de espécies reativas de oxigénio que causam a morte bacteriana. Varias classes
de moléculas demonstraram efeito bactericida contra um amplo espectro de bactérias gram-
positivas e gram-negativas multirresistentes quando irradiados com luz visivel (DE OLIVEIRA et
al., 2015; MAISCH, 2009).

Entre as terapias que utilizam a luz como principio, o laser e o LED (Light-Emitting Diode)
se destacam, ambas apresentam diversas aplicacdes, com efeitos anti-inflamatérios e cicatrizantes, a
depender do comprimento de onda utilizado. Entre as aplica¢cdes apresentam também atividade
bactericida, utilizada comumente no tratamento da acne e em biofilmes dentérios, sendo a luz azul
(407 — 420nm) a mais indicada pelo efeito bactericida (ABRAMOVITS; PETER ARRAZOLA;
ADITYA, 2005).

Estudos que elucidem o comportamento das substdncias como  possiveis
fotossensibilizadoras para serem utilizadas nas terapias fotodinamicas sdo relevantes e atuais, uma
vez que a resisténcia antimicrobiana se mostra cada vez mais presente e limita o uso de antibioticos
na pratica da medicina e de outras areas. Além disso, sdo necessarias pesquisas basicas que possam
tornar possivel o avanco no sentido de viabilizar o desenvolvimento de novos farmacos ou opc¢des
de tratamento para infec¢Ges por microrganismos resistentes. Diante do exposto, o presente estudo
objetivou verificar a atividade antibacteriana intrinseca de derivados de cumarinas associados a luz

de LED azul e seu efeito em associa¢do com antibioticos.

1.1 ESTRATEGIAS DE PESQUISA

As substancias utilizadas foram cedidas gentilmente pelo Laboratério de Pesquisa em
Quimica Farmacéutica — LQFar, da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas da UNIFAL, Minas
Gerais. Trata-se de cumarinas derivadas de eugenol e Dihidroeugenol. Para este estudo foram

utilizadas e testadas nove das substancias disponibilizadas. Tendo em vista a j& conhecida acdo
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antibacteriana do Eugenol, e desta maneira esperando o mesmo efeito em compostos derivados do
mesmo (MARCHESE et al., 2017; SANTOS et al., 2019; SOUZA et al., 2015).

As substancias foram identificadas como: (1) 3-benzoil-8-metoxi-2H-cromen-2-ona, (2) 8-
metoxi-3-(4-nitrobenzoil)-2H-cromen-2-ona, (3) acido 8-metoxi-2-0xo0-2H-cromen-3-carboxilico,
(4) 3-(4-aminobenzoil)-8-metoxi-2H-cromen-2-ona, (5) acido 8-metoxi-2-0xo-6-propil-2H-cromen-
3-carboxilico, (6) 3-(hidroxi(4-nitrofenil)metil)-8-metoxi-6-propil-2H-cromen-2-ona, (7) 8-
hidroxi-3-(4-nitrobenzoil)-6-propil-2H-cromen-2-ona, (8) 3-(4-aminobenzoil)-8-metoxi-6-propil-
2H-cromen-2-ona e (9) 8-metoxi-3-(4-nitrobenzoil)-6-propil-2H-cromen-2-ona.

As substancias foram diluidas em agua e dimetilsuféxido (DMSQ) para realizacdo dos testes
microbioldgicos. Os testes microbioldgicos foram realizados pelo método da microdiluicdo em
caldo e seguiram o protocolo descrito para determinagdo da concentracdo inibitéria minima e
atividade modulatéria (COUTINHO et al., 2008, 2010). Para determinacdo da CIM, foram
utilizadas as bactérias de cepas padrdo (Escherichia coli ATCC 25922 e Staphylococcus aureus
ATCC 25923) e multirresistentes (Staphylococcus aureus 10 e Escherichia coli 06) fornecidas pelo
Laboratorio de Microbiologia e Biologia Molecular (LMBM) da Universidade Regional do Cariri
(URCA).

Ja para modulacéo, foram utilizados os antibi6ticos ampicilina (beta-lactamico), gentamicina
(aminoglicosideo) e norfloxacina (fluoroquinolonas). Essa escolha leva em consideracdo 0s
diferentes mecanismo de a¢do dos antibioticos, que podem agir inibindo a sintese da parede celular,
como os beta-lactamicos, despolarizando a membrana celular, inibindo a sintese de proteinas, como
os aminoglicosideos, inibindo a sintese de acidos nucléicos, como as fluoroguinolonas, ou ainda
inibindo as vias metabdlicas em bactérias (REYGAERT, 2018).

As placas de microdiluigdes foram inoculadas em triplicata, no que se refere as colunas para
microdiluicdo, e cada placa foi feita em duplicata, sendo uma das placas expostas ao aparelho Light-
Emitting Diode (LED) azul (415 nm) por 20 minutos, individualmente, antes da incubacdo em
estufa, e a outra incubada sem a exposicao prévia ao LED. Para expor as placas foram utilizados
trés aparelhos da marca New Estética®, utilizando uma caixa em MDF recoberta com papel
laminado como aparato para isolar cada placa (PEREIRA et al., 2017). Apo6s a modulagéo as placas
foram incubadas em estufa bacteriol6gica a 37°C por 24h quando foram retiradas e reveladas com
20 pL de resazurina.

A terapia fotodinamica com luz visivel € amplamente aplicada no tratamento de diversas
doencas, e ja se tem relatos da sua eficcia em inativar os microrganismos. Ela se baseia na triade,
luz, fotossensibilizador e oxigénio disponivel, assim, o fotossensibilizador é um corante atoxico que
ird produzir espécies reativas de oxigénio, causando a morte bacteriana. S&o descritos pela literatura
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também substancias com papel fotoantimicrobiana, que podem ocasionar a morte bacteriana sob
ativacdo da luz (WAINWRIGHT et al., 2017).

Os dados centrais e desvios padrées foram obtidos de acordo com a metodologia de
(FREITAS et al., 2021), sobre analise microbiologica em placas de microdiluicdo. Os dados foram
analisados através do programa estatistico GraphPad Prisma 5.0 atraves de um teste ANOVA de
duas vias. Em seguida foi feito um teste de Bonferroni post hoc (onde p < 0,05 foi considerado
significativo e p > 0,05 néo significativo).

1.3 ESTRUTURA DA TESE

O presente estudo relata os resultados obtidos a partir dos testes de modulagdo de cumarinas
sintéticas obtidas a partir do eugenol e Dihidroeugenol. Para melhor compreensdo os resultados
foram expressos utilizando figuras contendo estruturas quimicas e gréaficos e tabelas. Atraves das
quais € possivel observar e comparar a atividade de cada um dos nove compostos aqui descritos.

A fim de promover um embasamento técnico-cientifico, foi desenvolvida uma
fundamentacdo tedrica com base nos principais pesquisadores das areas afins, através de buscas em
base de dados. As ideias foram apresentadas por meio de citacGes indiretas, promovendo o dialogo
entre os autores citados.

Para melhor explorar e embasar os resultados a estrutura do trabalho foi dividida em
introducdo geral seguida pelos objetivos, ja 0 embasamento tedrico foi dividido por subtitulos:

- Resistencia Bacteriana a Antibio6ticos que traz um panorama geral acerca da problematica
em torno do desenvolvimento da resisténcia por microrganismos e seus impactos. Bem como o0s
fatores que contribuem para o desenvolvimento deste fend6meno e papel da ciéncia nesta questao.

-Principais Bactérias Resistentes a Antibidticos, caracterizando o desenvolvimento da
resisténcia em alguns microrganismos de interesse clinico, discutindo de que maneira estes
microrganismo sdo selecionados e apresentam tal resisténcia. Subdividindo-se em: Staphylococcus
aureus e Escherichia coli que foram os microrganismos aqui abordados, assim serd possivel
entender a classificacdo destas bactérias, principais infeccdes ocasionadas por elas e aspectos de sua
resisténcia.

-Propriedades Quimicas das Cumarinas, que caracteriza a classe de compostos aqui
utilizadas, fazendo ainda um levantamento sobre os estudos que utilizaram a mesma classe, as

atividades ja elucidadas e a relacdo estrutura-atividade.
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-Fototerapia e atividade bactericida, que aborda os mecanismos e aspectos principais da
utilizacdo da luz como terapia de inativacdo de microrganismos, estudos prévios, evidéncias
cientificas do métodos e aplicacdo dessa terapia.

Os capitulos | e Il trazem os artigos publicados a partir da tese. O capitulo | intitulado
“Dihydroeugenol Derivatives Associated with Blue LED Light: A Different form to Face Multidrug
Resistant (MDR) Bacteria", nesse artigo foram abordados os resultados dos testes como se
comportaram os compostos derivados de Dihidroeugenol e sua associacdo com antibidticos de
referéncia, bem como, a sua atividade em associacdo com a luz de LED azul.

Ja o capitulo Il, com o titulo: “Photobiological Effect of Eugenol-Derived 3-
Benzoylcoumarin Associated with LED Lights Against MDR Microorganisms”, que mostra como
as benzoilcumarinas em associacdo com o LED azul foram capazes de mostrar efeito contra cepas
bacterianas padrao e multirresistentes.

Por fim, para finalizacdo da tese aborda-se uma discussdo geral, consideracfes finais e
perspectivas futuras para o tema em questdo abordado, expondo o ponto de vista do autor acerca
dos resultados obtidos, a fim de ampliar a visdo de pesquisadores que também se interessem pelo

tema em area semelhante.
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2 OBJETIVOS

2.1. OBJETIVO GERAL

Verificar a atividade antibacteriana intrinseca de derivados de cumarinas associados a luz de

LED azul e seu efeito em associacdo com antibioticos.

2.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Determinar o efeito fotobiol6gico dos compostos em associacdo a luz de LED azul;

e Avaliar os compostos com relacdo a sua atividade antibacteriana frente bactérias
patogénicas;

e Verificar o efeito modulador de antibidticos dos compostos frente aos microrganismos
resistentes;

e Verificar as atividades antibacteriana e moduladora dos compostos com a exposi¢do ao

comprimento de onda de luz azul (LED).
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3 FUNDAMENTACAO TEORICA

3.1 RESISTENCIA BACTERIANA A ANTIBIOTICOS

A descoberta dos antibioticos foi crucial para medicina moderna, e contribuiu de forma
significante para aumento da expectativa de vida e diminuicdo da mortalidade infantil, além disso,
sdo decisivos para cirurgias invasivas e tratamentos como a quimioterapia. Por outro lado, ha um
aumento significativo de infec¢Oes decorrentes de bactérias multirresistentes em todo o mundo, o
que potencializa o nimero de infeccdes intrataveis (DAVIES et al., 2013).

Embora ocorra naturalmente, a resisténcia pode ser desencadeada por uma série de fatores
ambientais, como o uso de maneira incorreta e excessiva de antimicrobianos, principalmente na
agropecuéria. Uma vez que esta pratica acaba por selecionar os microrganismos mais resistentes
quando utilizados para tratar ou prevenir infecgdes na produgéo animal. Por consequéncia, 0S seres
humanos entram em contato direto ou indireto com essas formas resistentes, seja pelo manuseio ou
consumo do alimento, e pela poluicdo produzida pelos residuos biolégicos agricolas (ROCA et al.,
2015).

O problema se agrava pelo uso indiscriminado de antibi6ticos pela populacdo, através da
pratica da automedicacdo, em partes pela falta de conhecimento deste publico, ou devido a auséncia
de fiscalizacdo do consumo de antimicrobianos. Aliado a isso ha o baixo investimento em pesquisa
e desenvolvimento de antibidticos inovadores. Diante disso, nos ultimos 40 anos, o
desenvolvimento de antibi6ticos novos foi praticamente inexistente. Entre as consequéncias desse
uso irregular e disseminado de antibioticos, incluem as infec¢des nosocomiais, de origem hidrica e
alimentar, enteropatias, entre outras infeccdes ocasionadas por bactérias resistentes (BECATTINI;
TAUR; PAMER, 2016; PAVYDE et al., 2015; UNITED NATIONS, 2016).

O auge da descoberta de antibioticos foi entre os anos 1960 e 70, mas esses achados
declinaram rapidamente em virtude da identificagdo de novos compostos ter se tornado mais
desafiadora. Outro fator que contribuiu para o crescimento da resisténcia foi o investimento e
esforgos das grandes farmacéuticas em areas mais lucrativas. Assim, para enfrentar o problema da
resisténcia € necessario o apoio e aumento da pesquisa e desenvolvimento de antibidticos. No
entanto, € necessario saber que os microrganismos continuardo respondendo a eles e desenvolvendo
resisténcia, ja que isso é uma caracteristica evolutiva, assim o0s estudos dos mecanismos de

resisténcia devem ser continuos, resilientes e estaveis (MUNITA; ARIAS, 2016).
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3.2 PRINCIPAIS BACTERIAS RESISTENTES A ANTIBIOTICOS

A resisténcia bacteriana pode ser intrinseca ou adquirida. Quando intrinseca, a espécie é
capaz de resistir a acdo de um antibi6tico como resultado de caracteristicas estruturais e funcionais
inerentes a bacteria. 1sso porque as bactérias possuem uma plasticidade genética, de tal maneira que
conseguem responder a uma gama de ameacas ambientais, nas quais estdo inclusas as moléculas de
antibioticos. Quando adquirida ocorre por meio de mutacdes em genes cromossémicos e transferida
de maneira horizontal. (BLAIR et al., 2015; MUNITA; ARIAS, 2016).

Algumas bactérias patogénicas, por exemplo, Pseudomonas aeruginosa, Escherichia coli,
Enterobacter cloacae, tem como caracteristica a baixa permeabilidade da membrana
lipopolissacaridica externa, o que as tornam resistentes naturalmente a muitos antibiéticos, ja que
essa membrana servird como obstaculo na difusdo de antibi6ticos para o interior da bactéria
(COCULESCU, 2009).

Em 2017, a Organizacdo Mundial de Saude, relatou por meio de um documento que 0s
estudos envolvendo novos antibiéticos devem priorizar as bactérias que tem poucas opc¢des de
tratamento. Este documento incluiu como prioridade critica, Enterobacteriaceae resistentes a
carbapenemicos e as cefalosporinas de 3% geracdo, onde se enquadram entre outras bactérias
Escherichia coli, e como prioridade alta S. aureus resistente a vancomicina e a meticilina (WHO,
2017).

Em estudo realizado com materiais utilizados em ambientes hospitalares a resisténcia foi
detectada em 93,33% (98) isolados. Foram coletadas 138 amostras em 27 instrumentos (52,17%),
50 equipamentos (36,23%) e 16 itens relacionados a higiene e antissepsia (11,59%). Nesse universo
amostral foram isoladas 105 cepas. 83,81% (88) correspondiam a bactérias gram-positivas que
apresentaram resisténcia a sulfazotrim, penicilina, ampicilina, norfloxacina, clindamicina e
oxacilina. Todas as amostras foram sensiveis a vancomicina. Ja as bactérias gram-negativas
(16,19%) foram mais resistentes a sulfazotrim, ampicilina, amoxicilina, clorexidina, acido
nalidixico e cefoxitina (SOUZA et al., 2021).

3.2.1 STAPHYLOCOCCUS AUREUS

Um dos principais representantes do grupo de gram-positivos, Staphylococcus aureus €
encontrada colonizando as narinas anteriores em 20-25% da popula¢do adulta saudavel, estando
associada a um risco aumentado de infecgdo. Assim, pode causar infecgdes de pele e tecidos moles,
uma vez que coloniza esses individuos. As infec¢Ges cutdneas costumam ser autolimitadas, no
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entanto, podem servir de porta de entrada para tecidos mais profundos e na corrente sanguinea,
ocasionando bacteremia (ELLIS et al., 2014; YAROVOQY et al., 2019).

Esta espécie é versatil e pode sobreviver em condic¢des hostis, causando infecgdes purulentas
graves mediadas por toxinas. Podem causar ainda, intoxicacdo alimentar e algumas infecgdes mais
agressivas, sindromes de choque toxico, endocardite, meningite, osteomielite e pneumonia
(GUACA-GONZALEZ et al., 2018).

Para avaliagdo dessas infeccOes € necessario averiguar os sinais e sintomas clinicos, aliados a
historias e achados fisicos. Na maioria dos casos a cultura de rotina costumam revelar o
diagnostico, entretanto para casos de dificil diagnostico pode ser necessario a realizacdo de PCR
(reacdo em cadeia da polimerase) em tempo real, buscando genes 16S rRNA. Na orientacdo do
tratamento, realiza-se os teste de sensibilidade aos antibi6ticos, antibiograma, tomando o cuidado de
ndo haver contaminacdo, pois a presenca de S. aureus na pele ou mucosa ndo indica
obrigatoriamente uma infeccdo, ja que este faz parte da microbiota (RASIGADE; VANDENESCH,
2014).

S. aureus desenvolve resisténcia aos antibioticos através da mutacdo em seus genes ou através
da aquisicdo de genes de resisténcia de outras bactérias da mesma ou até de outra espécie. Quando
h& a mutacdo do gene gera-se uma alteracao no sitio de ac¢do do antibidtico, ja quando a resisténcia
é adquirida por meio de genes transmitidos, geralmente envolve a inativacdo ou destruicdo da
droga. A prevaléncia de S. aureus Resistente a Meticilina (MRSA) pode ser determinada por meio
de estudos genéticos e ja se sabe que a disseminacdo de clones foi responsavel por essa prevaléncia,
assim a caracterizacdo fenotipica e genotipica auxilia na avaliacdo da disseminacdo dessas cepas
(BERNARD et al., 2004; SANTOS et al., 2007).

Desta maneira, € essencial os cuidados no tratamento das infecgdes por este tipo de
bactérias, limitando a duragdo do uso de antibidtico a ndo mais do que 7 a 10 dias, uma vez que ja
se sabe que a prescricdo empirica de antibidticos levou a selecdo das cepas resistentes. Para tanto, €
necessaria uma colaboracdo multiprofissional das equipes de saiude no sentido de direcionar a
terapia, registrar o progresso para que ocorra a modificacdo do regime em casos de tratamentos
ineficazes (TAYLOR; UNAKAL, 2020).

2.2.2 ESCHERICHIA COLI

Escherichia coli pertence a familia Enterobacteriaceae, na classe Gammaproteobacteria,
apresenta forma de bastdo e é classificada como gram-negativa. Esta bactéria esta entre as mais bem
estudadas. Pode crescer rapidamente, se replicando em aproximadamente 20 min em condi¢fes

ideais. Uma das utilizagdes mais comuns para essa bactérias é para avaliar a qualidade da agua,
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alimentos e solo por indicar contaminacdo fecal, uma vez que algumas cepas e sorotipos podem
causar doencas em humanos (JANG et al., 2017).

E. coli é relatada entre as principais causas de diarreia bacteriana, principalmente entre
criangas menores de cinco anos. Através da identificacdo de fatores de viruléncia e mecanismos de
patogenicidade foram classificados seis tipos patogénicos: E. coli enteropatogénica (ECEP), E. coli
enterotoxigénica (ECET), E. coli enteroinvasiva (ECEI), E. coli shigatoxigenica (ECST), E. coli
enteroagregativa (ECEA), E. coli aderente difusa (ECAD). Desses tipos a enteropatogénica é o mais
associado a diarreia em bebés, ocasionando febre e vomitos (GRUNDMANN et al., 2017; PEREZ;
GOMEZ-DUARTE; ARIAS, 2010; SMALL et al., 2013).

A partir desses patétipos podem resultar trés sindromes clinicas principais, a doenca
entérica/ diarreica, infeccbes do trato urinario (ITU) e sepse/ meningite. ECEP e ECET também
pode ocasionar doengas em animais com fatores de viruléncia semelhantes aos dos humanos, porém
com fatores de colonizacdo diferentes. H& ainda um patétipo especificamente animal, E. coli
patogénica aviaria (ECPA), que causa infeccBes extra intestinais, principalmente respiratorias,
pericardite e septicemia em aves (KAPER; NATARO; MOBLEY, 2004).

Estudos revelam a producdo de enzimas responsaveis por resisténcia como as beta
lactamases, mais presente na populacdo acometida por ITU. Evento esse que sd ocorria em
ambientes hospitalares. Entre os fatores de risco para o desenvolvimento de infec¢fes pelas cepas
resistentes estd o uso de antibioticos nos meses que antecedem a infeccdo (FAN et al., 2014;
GOULENOK et al., 2013).

3.3 PROPRIEDADES QUIMICAS, BIOLOGICAS E FARMACOLOGICAS DAS CUMARINAS

As cumarinas compde um grande grupo de metabolitos secundarios das plantas, originadas a
partir da via do acido chimiquico. Estdo presentes principalmente nos vegetais superiores, mas
podem ser encontrados ainda em fungos e bactérias. O nome provém do caribenho Cumaru, nome
popular da espécie Dipterix odorata, da familia Fabaceae. Estruturalmente sdo lactonas, derivam do
acido o-hidroxi-cinamico, sendo o representante mais simples a cumarina per se (1,2-benzopirona).
Até entdo foram descritas, caracterizadas e isoladas cerca de 1400 cumarinas (RAZAVI, 2011;
SANTOS; SIQUEIRA; SILVA-FILHO, 2013).

Este grupo de metabdlito se classifica como heterociclicos organicos e sdo caracterizados como
1,2 benzopirona, como mostra a figura 1. Em sua estrutura apresentam um anel pirano fundido ao
benzeno com a carbonila da pirona no carbono 2, desta maneira sdo também chamadas de 2H-

cromen-2-onas (KOSTOVA, 2006).
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Figura 1. Estrutura Quimica da Cumarina
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Fonte: Franco et al. (2021)

A funcdo fisiolégica das cumarinas nas plantas estd relacionada ao papel antioxidante,
atuando ainda como inibidores enziméticos. Possuem também outras fun¢bes como controle do
crescimento das plantas, envolvimento na respiracdo, fotossintese e defesa contra infec¢Ges. Devido
a sua gama de propriedades bioldgicas ja reportadas houve um aumento pelo interesse no
desenvolvimento da sintese organica, dessa maneira, obtendo compostos conhecidos em maior
escala e novos derivados com utilidades bioldgicas e industriais (MEDINA et al., 2015).

As propriedades ja conhecidas das cumarinas relatam atividade anti-inflamatoria,
antioxidante, anticoagulante, antibioticas, imunomodulatérias, antimicrobianas, antiviral e
broncodilatadoras, com ampla utilizagdo na medicina no tratamento de linfedemas, céncer,
queimaduras, varizes e doencas reumaticas. Possuem ainda aplicacdes na industria alimenticia,
utilizadas como corantes e esséncias e em bebidas alcodlicas. Os setores de cosmético e higiene
pessoal também conta com cumarinas como fixador de perfumes e em pasta de dentes. As
cumarinas também apresentam diversas aplicacdes em diferentes areas, sendo encontradas em
borrachas sintéticas, materiais plasticos, inseticidas, detergentes, cigarros, tintas e sprays
(AMMAR; FERY-FORGUES; EL GHARBI, 2003; JUNG; PARK, 2009; PAGONA;
KATERINOPOULOS; TAGMATARCHIS, 2011; SANTOS; SILVA-FILHO, 2012).

A literatura relata que a estrutura quimica e 0s grupamentos presentes nas cumarinas e seus
derivados apresenta relagéo direta com sua atividade. Dessa maneira, foi descrita, por exemplo, uma
potente atividade antibacteriana em derivados cumarinicos combinados com 1,2,3-triaz6is, podendo
fornecer uma alternativa a superacdo da resisténcia aos medicamentos e melhoria da sua poténcia.
Além disso, em estudo que sintetizou cumarino-triazois foi obtido composto promissor com CIM —
130,7 uM frente a Enterococcus faecalis (LOPEZ-ROJAS et al., 2018; ZHOU; WANG, 2012).

Nas duas ultimas décadas, foram estudadas e testadas uma ampla variedade de cumarinas
para agente antimicrobianos, e alguns antibioticos ja disponiveis no mercado sdo a base de

cumarinas, como a novobiocina, aminocumarina e clorobiocina. Além disso, foram avaliados
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alguns grupos farmacoféricos em algumas cumarinas sintéticas para diferentes aplicacdes
biolégicas (KHARB; KARUS; SHARMA, 2013; SUROWIAK et al., 2021).

3.4 TERAPIA FOTODINAMICA E ATIVIDADE BACTERICIDA

O interesse em métodos que inativam microrganismos utilizando a luz vem aumentando,
principalmente como alternativa ao enfretamento da resisténcia bacteriana. A luz ultravioleta (UV)
ja é bem consolidada pela sua atividade antimicrobiana, pois induz efeitos danificando o DNA. Por
este mesmo motivo a utilizacdo desse tipo de luz em tratamentos se torna limitada, pois pode ser
prejudicial a pele e componentes dos olhos. Por outro lado, a luz visivel ja é utilizada em
tratamentos como cancer e outras doengas, neste tipo de terapia a inativacdo ocorre pela adigédo de
moléculas fotossensibilizantes (HAMBLIN; HASAN, 2004; MACLEAN et al., 2009).

A terapia fotodinamica pode utilizar fotossensibilizadores exdgenos, que uma vez
introduzidos nas células, sdo irradiados com um comprimento de onda adequado de luz visivel ou
infravermelha. Quando ativadas, as moléculas do fotossensibilizador passa sua energia para o
oxigénio molecular circulante, formando espécies reativas de oxigénio (ERO’s). Estudos relatam o
efeito da luz visivel como bactericida, em sua maioria, afirmando que o comprimento de onda entre
400 e 500 nm, luz azul, é o responsavel por matar varios patdégenos, por induzir a formacéo de uma
maior quantidade de ERO’s (LUBART et al., 2011).

O uso de corantes ativaveis por luz vem sendo desenvolvidos desde a descoberta do
processo fotodindmico, no século 20. J& nas ultimas duas décadas, vem sendo feitas varias
abordagens na tentativa de otimizar as propriedades dos fotossensibilizadores, pela modificacdo da
estrutura quimica ou pelo desenvolvimento de novas classe. Muitos estudos vém investigando a
eficicia antimicrobiana de terapia fotodinamica aplicando fotossensibilizadores desde a década de
1990. Muitos desses estudos mostraram resultados promissores alcancando altas taxas de inativacéo
(BOYCE; PITTET, 2002; WAINWRIGHT et al., 2017).

Entretanto, as bactérias gram-negativas sdo resistentes a terapia fotodindmica com o0s
fotossensibilizadores mais comumente usadas, ja para as gram-positivas estes produtos sao capazes
de levar facilmente a fototoxicidade. Dessa maneira, os fotossensibilizadores que sejam capazes de
aumentar a permeabilidade da membrana externa aumentara a eficacia em matar microrganismos
gram-negativos. As evidéncias relatam que as cepas resistentes a antibidticos tém a mesma
suscetibilidade de serem mortas pela terapia fotodindmica que as cepas selvagens, e que as bactérias

ndo desenvolverdo prontamente resisténcia a essa terapia (HAMBLIN; HASAN, 2004).
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Em trabalho realizado com varios patdgenos de interesse clinico, fez-se a exposicao desses
microrganismos a um comprimento de onda de 405 + nm, o estudo néo utilizou fotossensibilizador
exogeno. Foi possivel notar uma eficacia do efeito bactericida deste comprimento que teve efeito
fototdxico em uma gama de bactérias, como, Staphylococcus aureus-MRSA, Staphylococcus
epidermidis, Streptococcus pyogenes, Clostridium perfringens, do grupo de gram-positivas e
Acinetobacter baumannii, Pseudomonas aeruginosa, Escherichia coli, Phaseolus vulgaris e
Klebsiella pneumoniae. No entanto, demonstrou-se que bactérias gram-positivas sdo mais
suscetiveis do que as gram-negativas (MACLEAN et al., 2009).

Dessa maneira, evidencia-se que a terapia fotodindmica € provida de caracteristicas
favoraveis ao tratamento de infecgdes microbianas, possuindo um amplo espectro de acéo,
inativacdo eficaz de cepas resistentes a antibidticos, baixo potencial mutagénico e a auséncia de
selecdo de microrganismos fotorresistentes. Portanto, pesquisas vem evoluindo no sentido de

definirem o escopo e 0 campo de aplicacdo dessa abordagem terapéutica (JORI et al., 2006).
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O eugenol ja teve suas propriedades farmacoldgicas elucidadas em estudos anteriores, entre elas, as
propriedades antibacteriana e antifingica. A partir de tais informacdes, este estudo objetivou avaliar a
atividade antibacteriana e moduladora de compostos cumarinicos preparados a partir de Dihidroeugenol e
associa-los a luz de LED azul para a mesma atividade. Para este estudo foram utilizadas e testadas cinco das
substancias disponibilizadas. Foram identificadas como: composto 1 (C1), acido 8-metoxi-2-0xo0-6-propil-
2H-cromen-3-carboxilico, composto (C2), 3-(hidroxi(4-nitrofenil)metil)-8-metoxi-6-propil-2H-cromen-2-
ona, composto 7 (C3), 8-hidroxi-3-(4-nitrobenzoil)-6-propil-2H-cromen-2-ona, composto 8 (C4), 3-(4-
aminobenzoil)-8-metoxi-6-propil-2H-cromen-2-ona e composto 9 (C5), 8-metoxi-3-(4-nitrobenzoil)-6-
propil-2H-cromen-2-ona. Para determinar a CIM foi realizada a técnica de microdiluicdo em caldo. Ap6s a
determinacdo da CIM, os produtos foram avaliados quanto ao potencial de modularem a atividade de
antibidticos. Depois as placas foram subdividas em dois grupos, o primeiro foi submetido a luz de LED azul
durante vinte minutos cada placa e o segundo grupo ndo foi submetido as luzes de LED. As placas foram
incubadas a 35 * 2 °C, durante 24h e reveladas com resazurina. Quando expostos ao LED o C3 exibiu uma
diminuicdo da CIM para SA ATCC e C5 para EC ATCC, com uma média de 645,08 pg/mL para ambos o0s
casos. C2 e C4 exibiram sinergismo em maior nimero de situacdes quando comparados aos demais
compostos. No entanto, 0 C3 mostrou uma atividade promissora contra S. aureus em quase todas as situacdes
testadas. C1 e C2 j& atuaram melhor contra E. coli, com o diferencial que C1 atuou melhor contra estas
bactérias quando associado ao LED, ao contrério de C2 que ndo respondeu bem a este estimulo, alterando
inclusive comportamentos de sinergismo para antagonismo apds a exposicdo. De maneira geral, os
compostos aqui estudados exibiram boa atividade antibacteriana quando associados ao LED, no entanto, é
necessario conhecer suas propriedades de atuacdo para esclarecer o mecanismo pelo qual atuam na morte das
bactérias em associacdo com a luz.

Palavras-chave: Atividade modulat6ria. Cumarinas. Fototerapia. Resisténcia aos antimicrobianos.
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ARTICLE INFO ABSTRACT

Keywords: Eugenol has already had its pharmacological properties elucidated in previous studies, including antibacterial

Modulating activity and antifungal properties. Based on such information, this study aimed to evaluate the antibacterial and

lf;“:“‘:hm“ modulatory activity of coumarin compounds prepared from dihydroeugenol and to associate them with blue LED
ototherapy

light for the same activity. For this study, five of the substances available: compound 1 (C1), 8-methoxy-2-oxo-6-
propyl-2H-chromen-3-carboxylic acid, compound (C2), 3-(hydroxy(4-nitrophenyl)methyl)-8- methoxy-6-propyl-
2H-chromen-2-one, compound 7 (C3), 8-hydroxy-3-(4-nitrobenzoyl)-6-propyl-2H-chromen-2-one, compound 8
(C4), 3-(4-aminobenzoyl)-8-methoxy-6-propyl-2H-chromen-2-one and Compound 9 (C5), 8-methoxy-3-(4-nitro-
benzoyl)-6-propyl-2H-chromen-2-one 2-one. To determine the MIC, the broth microdilution technique was used.
The products were evaluated for their potential to modulate the activity of antibiotics. Afterward, the plates were
submitted to blue LED light for 20 min. When exposed to LED, C3 exhibited a decrease in MIC for SA ATCC and
C5 for EC ATCC, with an average of 645.08 jg/mL for both cases. C2 and C4 exhibited synergism in a greater
number of situations. However, C3 showed promising activity against S. aureus. C1 and C2 already acted better
against E. coli, with the difference that C1 acted better against these bacteria when associated with LED. In
general, the compounds studied here exhibited good antibacterial activity when associated with LED.

Antimicrobial resistance

1. Introduction benefits of using probiotics to modulate the immune system [2-4].

Several strands have been developed to seek altematives for anti-

The healing ability of antibiotics had an impact on medicine. How-
ever, these drugs lose their effectiveness with continued use. Resistance
to these drugs is increasing, on the other hand, the development of new
antibiotics is slowing down, which can cause the loss of these drugs to
the practice of medicine [1]. In this way, research is focused on finding
new substances with antimicrobial activity or that can potentiate the
effect of existing antibiotics. In addition to recent studies showing the

* Corresponding author.
** Corresponding author.

microbial resistance, including the study of natural products based on
ethnopharmacology. In this line of research, eugenol has already had its
pharmacological properties elucidated in previous studies, including
antibacterial and antifungal properties [5-7]. Synthetic compounds
obtained from natural phenylpropanoids, such as eugenol and its ana-
logs, dihydroeugenol and isoeugenol, also showed promising antimi-
crobial activity [5-10].
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5 3

Fig. 1. Structural representation of compounds derived from dihydroeugenol.
*#*p < 0,001; **** p < 0,0001 indicate significant difference between
the groups.

Table 1
Minimum inhibitory concentration (MIC) of eugenol-derived coumarins.

Treatment E.C ATCC 25922 S.A ATCC 25923 E.C 06 SA10
Cl 1024 1024 1024 1024
C1 + blue LED 1024 1024 1024 1024
c2 1024 1024 1024 1024
C2 + blue LED 1024 1024 1024 1024
c3 1024 1024 1024 1024
C3 + blue LED 1024 645,08 1024 1024
Cc4 1024 1024 1024 1024
C4 + blue LED 1024 1024 1024 1024
Cc5 1024 1024 1024 1024
C5 + blue LED 645,08 1024 1024 1024

Abbreviations: S.A., Staphylococcus aureus; E.C., Escherichia coli..

C1: 8-methoxy-2-ox0-6-propyl-2H-chromen-3-carboxylic acid.

C2: 3-(hydroxy(4-nitrophenyl)methyl)-8-methoxy-6-propyl-2H-chromen-2-one.
C3: 8-hydroxy-3-(4-nitrobenzoyl)-6-propyl-2H-chromen-2-one.

C4: 3-(4-aminobenzoyl)-8-methoxy-6-propyl-2H-chromen-2-one.

C5: 8-methoxy-3-(4-nitrobenzoyl)-6-propyl-2H-chromen-2-one. MIC values
were expressed in jig/mL.

The association of these compounds with other technologies already
used for these purposes also showed antibacterial action, such as Light
Emitting Diodes (LED) [11-13]. This type of technology is already used
to treat some infections, and also to promote wound healing, tissue
repair and other effects on skin diseases. This feature produces safe
radiating power, consumes little power, has a long lifespan, good power
and low intensity [14,15].

Based on such information, this study aimed to evaluate the anti-
bacterial and modulatory activity of coumarin compounds prepared
from dihydroeugenol and to associate them with blue LED light for the
same activity.

2. Results

Compound 1 (C1), 8-methoxy-2-oxo-6-propyl-2H-chromen-3-car-
boxylic acid, Compound 2 (C2), 3-(hydroxy(4-nitrophenyl)methyl)-8-
methoxy- 6-propyl-2H-chromen-2-one, compound 3 (C3), 8-hydroxy-3-
(4-nitrobenzoyl)-6-propyl-2H-chromen-2-one, compound 4 (C4), 3- (4-
aminobenzoyl)-8-methoxy-6-propyl-2H-chromen-2-one and compound
5 (C5), 8-methoxy-3-(4-nitrobenzoyl)-6-propyl-2H-chromen-2-one
(Fig. 1) had their activities tested against Staphylococcus aureus and
Escherichia coli bacteria, standard (ATCC) and multiresistant strains,
modulated with the antibioties norfloxacin, gentamicin and ampicillin,
also used as modulation control.

Microbial Pathogenesis 173 (2022) 105827

The Minimum Inhibitory Concentration of these compounds, for the
standard and multiresistant strains of the bacteria tested, was greater
than or equal to 1024 pg/mlL, all tests without exposure to LED, whereas
when exposed to LED, C3 exhibited a decrease in MIC for SA ATCC and
C5 for EC ATCC, with an average of 645.08 pg/mL for both cases
(Table 1).

8-methoxy-2-oxo0-6-propyl-2H-chromen-3-carboxylic acid acted
antagonistically in most conditions tested with S. aureus. There was
synergism after LED exposure with norfloxacin, albeit without signifi-
cance, and with ampicillin (Fig. 2A). Conversely, in tests for E. coli, C1
exhibited synergism in most interactions and was indifferent when
associated with norfloxacin and ampicillin, without LED exposure. This
compound responded well to modulation with gentamicin, showing to
potentiate the action of this antibiotic. In the exposure to blue LED, the
response was also synergistic, in addition there was a reduction in the
MIC of gentamicin and ampicillin (Fig. 2B).

With regard to 3-Chydroxy(4-nitrophenyl) methyl)-8-methoxy-6-
propyl-2H-chromen-2-one, when tested in association with antibiotics
for the bacterium S. aureus, it exhibited synergism with the three drugs
tested. In the exposure to blue LED, there was a reversal of the behavior
in relation to norfloxacin, however it is possible to verify that this
occurred due to the reduction of the MIC of the antibiotic. Although this
antagonistic activity was also shown with gentamicin, it can be seen that
the MIC was reduced in relation to the situation without exposure to
LED, showing a potentiation of antibacterial activity (Fig. 3A).

When tested in modulation of antibiotics against E. coli, C2 showed
synergism. When we associate exposure to blue LED, we can see a drop
in the MIC of antibiotics that caused antagonism with norfloxacin and
gentamicin. Ampicillin, on the other hand, showed synergism despite
the decrease in MIC values (Fig. 3B).

The modulation of 8-hydroxy-3-(4-nitrobenzoyl)-6-propyl-2H-chro-
men-2-one was shown to be synergistic with respect to S. aureus. With
exposure to LED, synergism was maintained, with a decrease in the MIC
of norfloxacin and ampicillin. On the other hand, gentamicin, in asso-
ciation with C3, reacted differently to LED, displaying an indifferent MIC
in relation to the control (Fig. 4A).

For E. coli, this compound acts potently, exhibiting low MICs when
associated with gentamicin and ampicillin, although it is possible to note
a slight degree of antagonism for gentamicin. This effect was accentu-
ated with the blue LED, particularly for ampicillin. In the modulation
with norfloxacin, there was antagonism, with and without LED exposure
(Fig. 4B).

3-(4-aminobenzoyl)-8-methoxy-6-propyl-2H-chromen-2-one
showed synergism when modulated with gentamicin and ampicillin
against S. aureus. When exposed to LED, it was possible to observe
synergism with all norfloxacin and ampicillin, while for gentamicin it
was indifferent. An important effect also under these conditions was the
reduction of the MIC of ampicillin (Fig. 5A). In contrast to E. coli, there is
a synergistic effect with norfloxacin and gentamicin and with exposure
to blue LED, there was also synergism with ampicillin. Exposure to LED
had little change in the response pattern with the other antibiotics, but it
is possible to observe low MIC values for gentamicin and ampicillin
(Fig. SB).

In reference to 8-methoxy-3-(4-nitrobenzoyl)-6-propyl-2H-chromen-
2-one modulated gentamicin and ampicillin against S. aureus resulted in
synergism, emphasizing its interaction with gentamicin which potenti-
ated to a high degree the gentamicin. However, exposure to LED in this
case interfered in this synergism in a negative way, maintaining the
same pattern only for ampicillin (Fig. 6A). Modulation for E. coli did not
show synergistic activity, however it exhibited low MIC values for
gentamicin and ampicillin. When exposed to LED, there was synergism
with ampicillin (Fig. 6B).

In summary of the behavior of the compounds, it can be seen that C2
and C4 exhibited synergism in a greater number of situations when
compared to the other compounds. However, C3 showed promising
activity against S. aureus in almost all situations tested. C1 and C2
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Fig. 2. Geometric Mean Minimum Inhibitory Concentration of 3-(4-aminobenzoyl)-8-methoxy-2H-chromen-2-one modulation against Staphylococcus aureus and

Escherichia coli with and without exposure to blue LED.
*p<0,1; “*** p < 0,0001 indicates significant difference between groups.

already acted better against E. coli, with the difference that C1 acted
better against these bacteria when associated with LED, unlike C2 that
did not respond well to this stimulus, even changing behaviors from
synergism to antagonism after exposure (Table 2).

3. Discussion

In a study carried out with the modulation of Eugenia uniflora L.
essential oil in association with LED lights, an increase in the inhibition
halo for E. coli and S. aureus of ciprofloxacin was observed when asso-
ciated with red and blue lights. In this study, when exposed to blue light,
compounds 3 and 5 exhibited a decrease in MIC for S. aureus and E. coli,
respectively. This may indicate the interaction between them and the
blue LED, suggesting an increase in the formation of reactive oxygen
species or an increase in the permeability of barriers against antibiotics
in bacteria, causing their death [16].

Another promising study with the use of LED light was carried out
with the essential oil of Eugenia jambolana against S. aureus and E. coli,
showing that ciprofloxacin and norfloxacin under red and blue LED
exposure caused an increase in the inhibition halo, indicating that these
treatments showed synergism, however, the addition of the oil of this
species showed no difference to these treatments [11]. In this study, it
was also possible to observe that in some cases there was a reduction in
the MIC of the antibiotic after exposure to the blue LED.

To be considered an excellent photosensitizing agent, with properties
suitable for the treatment of microbial infections, the compound must
exhibit the expected photophysical characteristics, such as high

quantum yield to generate cytotoxic oxygen species in both triplet and
singlet states. These characteristics include a great affinity for microbial
cells, the broad spectrum of action, a cell inactivation mechanism that
minimizes the risk of selection of resistant strains or that allows
adjusting the therapeutic window so that there is extensive death of
bacteria without damage or with minimal damage to the host tissue in
the area of infection, in addition to preventing the growth of new
pathogens after treatment [17].

4. Materials and methods
4.1. Obtaining compounds

The substances used were kindly provided by the Pharmaceutical
Chemistry Research Laboratory — LQFar, from the Faculty of Pharma-
ceutical Sciences at UNIFAL, Minas Gerais, Brazil, following the pro-
cedures described by Brancaglion et al. (2018). For this study, five
substances were tested, namely: compound 1 (C1), 8-methoxy-2-oxo-6-
propyl-2H-chromen-3-carboxylic acid, compound 2 (C2), 3-(hydroxy(4-
nitrophenyl)methyl)-8-methoxy-6-propyl-2H-chromen-2-one, (C3), 8-
hydroxy-3-(4-nitrobenzoyl)-6-propyl-2H-chromen-2-one, (C4), 3-(4-
aminobenzoyl)-8-methoxy-6-propyl-2H-chromen-2-one and (C5), 8-
methoxy-3-(4-nitrobenzoyl)-6-propyl-2H-chromen-2-one.

4.2. Microorganisms

The Laboratory of Microbiology and Molecular Biology (LMBM) of
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Fig. 3. Geometric Mean Minimum Inhibitory Concentration of 3-(hydroxy(4-nitrophenyl)methyl)-8-methoxy-6-propyl-2H-chromen-2-one modulation against

Staphylococcus aureus and Escherichia coli with and without exposure to blue LED.

**p<0,01; **** p < 0,0001 indicates significant difference between groups.

the Universidade Regional do Cariri (URCA) provided the strains used in
the study. Bacteria standard strains (Escherichia coli ATCC 25922 and
Staphylococcus aureus ATCC 25923) and multiresistant strains (Staphy-
lococcus aureus 10 and Escherichia coli 06) were used.

4.3. Mininum inhibitory concentration

To determine the MIC, the broth microdilution technique was per-
formed in sterile 96-well plates, performing serial dilutions 1:1 [18].
Microbial cultures kept on stock agar under refrigeration in brain and
heart infusion (BHI) broth were performed and incubated at 37 °C for 24
h. After this period, a BHI suspension was prepared, standardizing the
inoculum through turbidity so that it was similar to the 0.5 tube on the
McFarland scale. (1 x 10% CFU/mL). This suspension was diluted 100
times in BHI medium, which corresponds approximately to a suspension
containing 1 x 10° CFU/mL, 100 pL of this suspension was taken and
diluted with 900 pL of BHI in an eppendorf. From this last dilution, the
plate column was filled and microdiluted with 100 pL of the product to
be tested until the penultimate well.

The substances to be evaluated were solubilized in 9265 L of
distilled water and 500 pL of DMSO, to obtain an initial concentration of
1024 pg/mL. The final concentrations of the samples in the culture
medium were 512, 256, 128, 64, 32, 16 and 8 pg/mL.

Each test was performed in triplicate for the columns of the plates
and each plate was prepared in duplicate, because one of them was
exposed to LED for 20 min, while the other was not. The plates were
incubated at 35 + 2 °C for 24 h. After this time, 20 L of resazurin, a
specific dye to reveal bacterial growth, was added to each well, and after
1 h at room temperature, the test was read. This solution was prepared in

sterile distilled water at a concentration of 0.01% (w/v). For the reading,
the determination is made by staining the culture medium, being
considered positive for wells that do not show microbial growth, that s,
those with a red stain remain blue and negative [19].

The positive control of the test was performed with the culture media
containing the inoculum. The Minimum Inhibitory Concentration (MIC)
was defined as the lowest concentration capable of completely inhibit-
ing microbial growth in the microdilution wells as detected
macroscopically.

After determining the MIC, the products were evaluated for their
potential to modulate the activity of antibiotics. For this procedure,
Eppendorf® tubes containing 1.5 mL are used, of which 150 pL are from
the bacterial inoculum, product volume at sub-inhibitory concentration
(MIC/8) and the remaining volume of BHI medium. Subsequently,
microdilution with antibiotics is performed, diluting in water or DMSO
(depending on the solubility of the antibiotic) and using 100 pL to
microdiluted in the wells up to the penultimate well. A column con-
taining antibiotic, medium and inoculum is also made on this plate,
which will be used as a modulation control.

4.4. Evaluation of photoactive effect with LED exposure

To carry out these tests, the same methodologies were initially used
for the test to assess the antibacterial activity by microdilution. Then the
plates were subdivided into two groups, first was subjected to blue LED
light for 20 min each plate and the second group was not subjected to
LED lights. To expose the plates, three devices from the New Estética®
brand were used, using an MDF box covered internally with laminated
paper and with three holes in the lid, as an apparatus to isolate each
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**%% p < 0,0001 indicates significant difference between groups.

plate from the external light [16]. Plates were incubated at 35 + 2 °C for
24h.

4.5. Statistical analysis

The central data and standard deviations were obtained according to
the methodology of [20], on microbiological analysis in microdilution
plates. Data were analyzed using the statistical program GraphPad
Prisma 5.0 through a two-way ANOVA test. Afterward, a post hoc Bon-
ferroni test was performed (where p < 0.05 was considered significant
and p > 0.05 non-significant).

5. Conclusions

In general, when evaluating the compound that exhibited synergism
with antibioties, C2 and C4 stand out. In the evaluation of bacteria
alone, C3 had better action against S. aureus, while C1 and C2 showed
promising activity against E. coli. In response to LED, C1 exhibited more
synergism situations, showing to act well when associated with this
factor, especially for E. coli. C2, on the other hand, exhibited synergism
in all situations tested without the LED and in some cases the exposure to
it reverted to antagonism, showing not to respond well to the association
with the LED.

The compounds studied here exhibited good antibacterial activity
when associated with LED, however, it is necessary to know their action
properties to clarify the mechanism by which they act in the death of
bacteria in association with light.
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Table 2

Behavior of substances against bacteria modulated to antibiotics and exposed to LED.
Compounds c1 c2 c3 c4 c5
Antibiotics SA EC SA EC SA EC SA EC SA EC
NOR A 1 s S S A I S A 1
NOR + LED S S A A S A s S A 1
GEN S S S S S A S S S I
GEN + LED A S A A I A I A I A
AMP A 1 S S S A S A S A
AMP + LED S S S S S S S S 1 S

Abbreviations: D.E., Staphylococcus aureus; E., Escherichia coli.; Is, Antagonism; E, Synergism; I, Indifferent. NOR, Norfloxacin; GEN, Gentamicin; AMP, Ampicillin.
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Resumo do artigo em portugués:

A problematica da resisténcia aos antibiotico pelas bactérias ameaca a salde humana. Diante disso,
0s estudos nessa area buscam alternativas para contorna-la. O estudo com cumarinas e eugenol ja
provou que estas classe de compostos atuam contra bactérias. Nesta mesma vertente, a exposicao ao
LED mostra também um efeito bactericida. Buscando uma possivel potencializacdo deste efeito, o
presente estudou cumarinas derivadas de eugenol com associacdo ao LED para averiguar o efeito
bactericida. Foram testados quatro compostos. Para isso, foram determinadas as CIMs e a
modulacdo com trés antibidticos contra as bactérias Escherichia coli e Staphylococcus aureus. Para
testar o comportamento da atividade perante a exposicdo ao LED as placas foram expostas durante
20 minutos a luz azul, 415 nm e depois incubadas a 37°C por 24h. Para controle foram feitas em
duplicata, e uma delas ndo passava por esta exposi¢cdo. O C1 exibiu melhor atividade contra S.
Aureus, pois prevaleceu o sinergismo nas condi¢Oes testadas. C3 e C4 foram promissores contra E.
coli, pois mostraram sinergismo em associacdo com os trés antibidticos tanto com, quanto sem
exposicdo ao LED. Desta forma, 0os compostos mostraram atividade bactericida e o LED mostrou
potencializar o sinergismo.

Palavras-chave: Resisténcia aos antibioticos. Atividade bactericida. Fototerapia. Cumarinas.
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Abstract

The problem of antibiotic resistance by bacteria threatens human health.
Therefore, studies in this area seek alternatives to circumvent it. The study
with coumarins and eugenol has already proven that these classes of
compounds act against bacteria. In this same aspect, exposure to LED also
shows a bactericidal effect. Seeking a possible enhancement of this effect,
the present work studied coumarins derived from eugenol in association
with LED to investigate the bactericidal effect. Four compounds were tested.
For this, minimum inhibitory concentrations (MICs) and modulation with
three antibiotics against Escherichia coli and Staphylococcus aureus
bacteria were determined. To test the behavior of the activity against
exposure to LED, the plates were exposed for 20 min to blue light, 415 nm
and then incubated at 37°C for 24 h. For control, duplicates were made, and
one of them did not undergo this exposure. C1 exhibited better activity
against S. aureus, as synergism prevailed under the conditions tested. C3
and C4 were promising against E. coli as they showed synergism in

Abbreviations: °C, degrees celsius; ATCC, American Type Culture Collection; BHI, brain heart infusion; C1, Compound 1; C2, Compound 2; C3, Compound 3; pg/
mL, microgram per milliliter; pL, microliter; C4, Compound 4; CFU/mL, colony forming unit per milliliter; DMSO, dimethylsulfoxide; DNA, deoxyribonucleic acid; h,

hours; LED, light-emitting diode; LMBM, Laboratory of Microbiology and Molecular Biology; LQFar, Pharmaceutical Chemistry Research Laboratory; MDF, medium
density fiberboard; MIC, minimum inhibitory concentration; nm, nanometer; ROS, reactive oxygen species; UNIFAL, Federal University of Alfenas; URCA, Regional

University of Cariri.

© 2022 Société Frangaise de Pharmacologie et de Thérapeutique. Published by John Wiley & Sons Ltd.
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association with the three antibiotics both with and without LED exposure.
Thus, the compounds showed bactericidal activity, and LED was shown to

enhance synergism.

KEYWORDS

antibiotic resistance, bactericidal activity, coumarins, phototherapy

1 | INTRODUCTION

Stagnation in the discovery of new antibiotics, coupled
with the development of antimicrobial resistance by
bacteria, threaten human health. Pseudomonas
aeruginosa, Staphylococcus aureus, Escherichia coli,
Klebsiella pneumoniae, Enterococcus faecalis, and
Acinetobacter baumannii are pathogens often cited as
resistant to a wide variety of antibiotics [1-3].

Furthermore, it is necessary to highlight the high
prevalence of Helicobacter pylori in the population, as
the ftreatment of infection by this microorganism
requires the use of a combination of antibiotics that can
contribute to the increase in antimicrobial resistance.
This infection could be prevented and improved
with lifestyle and diet changes associated with the
use of certain known beneficial foods and probiotic
bacteria [4].

Another study reports more specifically the effect of
using probiotic bacteria as an outlet for the treatment of
diseases caused by bacteria that have already shown
immunomodulatory effects, improving the immune
system’s response to bacteria, reducing the use of
antibiotics, and may also represent an outlet for
antimicrobial resistance [5].

Thus, research is looking for new alternatives to the
use of antibiotics to overcome such resistance.
Coumarins have already had their bacterial activity
previously studied, and their mechanism of action was
mainly attributed to their ability to bind to the B subunit
of the bacterial DNA gyrase and inhibit DNA supercoil-
ing by blocking the ATPase activity [6,7].

Furthermore, the use of therapeutic association can
enhance activities already found in these compounds.
Thus, the use of photodynamic antimicrobial chemo-
therapy associated with compounds with known anti-
bacterial activity is suggested. This type of therapy is
based on the activation of photosensitizers, leading to
the formation of reactive oxygen species that cause
bacterial death. Some classes of molecules showed
potentiated bactericidal effects against multiresistant
gram-positive and gram-negative bacteria when irradi-
ated with visible light [8,9].

In this type of therapy, light-emitting diode (LED) is
already used for various applications, such as
anti-inflammatory and healing effects, depending on
the wavelength used. It also has bactericidal activity,
commonly used in the treatment of acne and dental

biofilms, with blue light (407—420 nm) being the most
indicated for its bactericidal effect [10]. That said, this
study aimed to verify the antibacterial and modulatory
activity of 3-benzoylcoumarins associated with blue
LED light.

2 | MATERIALS AND METHODS

21 | Obtaining compounds

The substances used were kindly provided by the
Phamaceutical Chemistry Research Laboratory
(LQFar), from the Faculty of Pharmaceutical Sciences
at Federal University of Alfenas (UNIFAL), Minas
Gerais, Brazil. For this study, four substances were
tested, namely: compound 1 (C1) to 3-benzoyl-8-
methoxy-2H-chromen-2-one; compound 2 (C2) to
8-methoxy-3-(4-nitrobenzoyl)-2H-chromen-2-one; com-
pound 3 (C3) to 8-methoxy-2-oxo-2H-chromen-
3-carboxylic acid; and compound 4 (C4) to
3-(4-aminobenzoyl)-8-methoxy-2H-chromen-2-one.

2.2 | Microorganisms

Bacteria from standard strains (E. coli ATCC 25922
and S. aureus ATCC 25923) and multiresistant
strains (S. aureus 10 and E. coli 06) supplied by the
Laboratory of Microbiology and Molecular Biology
(LMBM) of the Regional University of Cariri (URCA)
were used.

88 )
(MIC)

Minimum inhibitory concentration

The determination of MIC was performed using the
broth microdilution technique using 96-well sterilized
plates with serial dilutions 1:1 [11]. Microbial cultures
kept in refrigerated stock agar were subcultured in brain
heart infusion (BHI) broth and incubated at 37°C for
24 h. After this period, the inoculum was standardized
by preparing a suspension in BHI, whose turbidity is
similar to the 0.5 tube of the McFarland scale
(1 x 108 CFU/ml). This suspension was diluted 100x
in BHI medium, which corresponds approximately to a
suspension containing 1 x 106 CFU/ml, from which
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100 ul was removed and placed in each well with
900 pl of BHI, filling the plate column and microdilution
with 100 pl of the product to be tested until the
penultimate well.

Test solutions were prepared using 10 mg of the
products solubilized in 9265 pl of distilled water and
500 pl of dimethylsulfoxide (DMSO), obtaining an initial
concentration of 1024 pg/ml. The final concentrations
of the samples in the culture medium were 512, 256,
128, 64, 32, 16, and 8 pg/ml.

The tests were performed in triplicate on the plate
columns and on plates in duplicate, since one of them
was exposed to LED for 20 min. Plates were incubated
at 35 + 2°C for 24 h. After this period, the plates were
developed with a specific dye, resazurin. This solution
was prepared in sterile distilled water at a concentration
of 0.01% (w/v). After the incubation period, 20 pg/mL of
the indicator solution was added to the plates in each
well, and after 1 h at room temperature, the test reading
was performed. This is determined by the coloration of
the culture medium, which is considered positive for
wells that do not show microbial growth, that is, those
with a red color remain blue and negative [12].

The positive control of the test was carried out with
the culture media containing the inoculum. The MIC
was defined as the lowest concentration capable of
completely inhibiting microbial growth in microdilution
wells as detected macroscopically.

After determining the MIC, the products were modu-
lated with antibiotics. For this procedure, 1.5 ml
Eppendorf®-type tubes are used, of which 150 pl are
bacterial inoculum, product volume in sub-inhibitory
concentration (MIC/8), and the remainder of the volume
mean BHI. Subsequently, microdilution is performed
with antibiotics, diluting in water or DMSO (depending
on the antibiotic solubility) and using 100 pl to microdi-
lution in the wells until the penultimate cavity. In this
plate, a column is also made containing antibiotic,
medium, and inoculum that will be used as modulation
control.

2.4 | Evaluation of photoactive effect
with led exposure

To carry out these tests, the same methodologies were
initially used for the test to assess the antibacterial
activity by microdilution. Then the plates were subdi-
vided into two groups, first was subjected to blue LED
light for 20 min each plate and the second group was
not subjected to LED lights. To expose the plates, three
devices from the New Estética® brand were used,
using a medium density fiberboard (MDF) box covered
internally with laminated paper and with three holes in
the lid, as an apparatus to isolate each plate from the
external light [13]. Plates were incubated at 35 + 2°C
for 24 h.
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2.5 | Statistical analysis

The central data and standard deviations were
obtained according to the methodology of Freitas et al.
[14] on microbiological analysis in microdilution plates.
Data were analyzed using the statistical program
GraphPad Prisma 5.0 through a two-way anova test.
Afterwards, a post hoc Bonferroni test was performed
(where P <0.05 was considered significant and
P > 0.05 nonsignificant).

3 | RESULTS

3-Benzoyl-8-methoxy-2H-chromen-2-one (C1),
8-methoxy-3-(4-nitrobenzoyl)-2H-chromen-2-one (C2),
8-methoxy-2-oxo acid-2H-chromen-3-carboxylic acid
(C3), and 3-(4-aminobenzoyl)-8-methoxy-2H-chromen-
2-one (C4) (Figure 1) had their activities tested against
S. aureus and E. coli bacteria, standard and multiresis-
tant strains, modulated with the antibiotics norfloxacin,
gentamicin, and ampicillin, also used as modulation
control. The MIC of these compounds, for the standard
and multiresistant strains of the tested bacteria, was
greater than or equal to 1024 pg/ml in all tests with and
without exposure to LED; the only exception was
coumarin C3, which exhibited a MIC of 512 with LED
exposure, for multiresistant E. coli strain (Table 1).

In the modulation tests for S. aureus 10 (multiresis-
tant strain) when modulated with norfloxacin,
1,3-benzoyl-8-methoxy-2H-chromen-2-one
(C1) showed synergism reducing MIC when compared
to the antibiotic alone, but it has not been shown to
significantly interfere in the MICs of the antibiotics
gentamicin and ampicillin. When associated with LED,
the behavior of the antibiotics gentamicin and ampicillin
was altered, showing antagonism, both when isolated
(control) and associated with the compound. There was
synergism only with norfloxacin, which alone when

~o ~No
o) (o} o] o] NO:
C X0 X
o o
c1 c2
o
(o] (o]
2 OH
(o]
c3

FIGURE 1 Structures of eugenol-derived coumarins
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TABLE 1 Minimum inhibitory concentration (MIC) in microgram per milliliter of eugenol-derived coumarins
Treatment E.C. ATCC 25922 S.A. ATCC 25923 E.C. 06 S.A. 10
C1 1024 1024 1024 1024
C1 + blue LED 1024 1024 1024 1024
c2 1024 1024 1024 1024
C2 + blue LED 1024 1024 1024 1024
C3 1024 1024 1024 1024
C3 + blue LED 1024 1024 512 1024
c4 1024 1024 1024 1024
C4 + blue LED 1024 1024 1024 1024

Note: MIC values were expressed in microgram per milliliter.

Abbreviations: C1, 3-benzoyl-8-methoxy-2H-chromen-2-one; C2, 8-methoxy-3-(4-nitrobenzoyl)-2H-chromen-2-one; C3, 8-methoxy-2-0x0-2H-chromen-3-carboxylic
acid; C4, 3-(4-aminobenzoyl)-8-methoxy-2H-chromen-2-one; E.C., E. coli; S.A., S. aureus.

(a) Staphylococcus aureus
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238888
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C1: 3-benzoyl-8-methoxy-2H-chromen-2-one

exposed to LED presented a reduction in MIC,
responding differently when associated with C1, in
which there was no change in MIC (Figure 2a).

The compound 1,3-benzoyl-8-methoxy-2H-chro-
men-2-one was also tested for the multiresistant strain
of E. coli. In these tests, C1 showed synergism with
norfloxacin, but when associated with LED, there was
no significant difference to the control, but it is noted
that this was due to the reduction in the MIC of the

FIGURE 2 Geometric mean
minimum inhibitory concentration
(MIC) of the modulation of the
compound 1,3-benzoyl-

. Noroon (NCR) 8-methoxy-2H-chromen-2-one
=8 C1+NOR against Staphylococcus aureus
B Gentamycin (GEN) and Escherichia coli with and
B C1+GEN without exposure to blue LED.
= Ampicillin (AMP) D004, < 0.001;and
m C1+AMP 'A' P < 0.0001 indicate significant
difference between the groups.
Normal - LED SS
Norfloxacin (NOR) | ****
C1+NOR ns
Gentamycin (GEN) | ns
C1+GEN ns
Ampicillin (AMP) ns
C1+AMP i

I Norfloxacin (NOR)
=1 C1+NOR
Bl Gentamycin (GEN)
Il C1+GEN
Bl Ampicillin (AMP)
Hm C1+AMP
Normal - LED SS
Norfloxacin (NOR) | ns
C1+NOR i
Gentamycin (GEN) | ***
C1+GEN ns
Ampicillin (AMP) -
C1+AMP x

antibiotic. Concerning gentamicin, there was also
synergism without exposure to LED, and when
exposed to it, there was also a reduction in the MIC of
the antibiotic and, because of that, there seems to be
antagonism. Comparing the modulation of the
compound to antibiotics with and without exposure to
LED, it is noted that there was a synergistic response
with ampicillin in the situation where there was expo-
sure to LED (Figure 2b).
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FIGURE 3 Geometric mean
minimum inhibitory concentration (@)
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For the compound 8-methoxy-3-(4-nitrobenzoyl)-
2H-chromen-2-one against S. aureus, there was syner-
gism in its modulation with norfloxacin. Exposure to
LED did not interfere with this response. About genta-
micin and ampicillin, there was antagonism (Figure 3a).
In the tests of this compound for E. coli, the modulation
response of the compound with norfloxacin showed
antagonism, when associated with LED, the MIC was
reduced, but without significant difference. In conjunc-
tion with gentamicin, the response was synergistic and
antagonistic to ampicillin, both without and with LED
exposure. It is also noteworthy that there was a
decrease in gentamicin MIC with exposure to blue LED
(Figure 3b).

8-Methoxy-2-oxo-2H-chromen-3-carboxylic acid
showed synergistic activity to gentamicin and ampicillin
for S. aureus when exposed to LED and indifferent to
norfloxacin activity. It is also noted that in comparison
with modulation without exposure to LED, the com-
pound had not shown the same behavior, exhibiting
antagonism to norfloxacin and ampicillin, and indifferent
to gentamicin (Figure 4a). Regarding the tests with
E. coli, this same compound showed synergism with
the three antibiotics, without exposure to LED. In the
plates that were exposed, an indifference in their
response associated with norfloxacin and gentamicin

was noted, continuing to exhibit synergism with ampicil-
lin (Figure 4b).

The modulation of 3-(4-aminobenzoyl)-8-methoxy-
2H-chromen-2-one against S. aureus showed
synergism with norfloxacin when exposed to LED and
antagonism and indifference to other antibiotics, as well
as when without LED exposure (Figure 5a). For E. coli,
there was synergism with the three antibiotics without
exposure to LED, suggesting that the compound has a
modulatory activity with an antibacterial response, but
with exposure to LED, there was a reduction in the
difference between the averages of the MICs, changing
the response to ampicillin, for which he showed antago-
nism (Figure 5b).

4 | DISCUSSION

In a study, Vazquez-Rodriguez et al. [15] synthesized
coumarin—chalcone hybrid compounds with different
pattems of substitution, and performed, among other
tests, the activity against human pathogenic bacteria
(E. coli, S. aureus, and P. aeruginosa); such
compounds were not active against human pathogenic
bacteria. This is consistent with the current study
regarding 3-benzoylcoumarins, which, in isolation, did
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not show significant antibacterial activity, with MIC
greater than 1024 pg/ml.

The evaluation of four natural coumarins,
5-geranyloxy-7-methoxycoumarin, artanin, isopimpinel-
lin, and fellopterin, was tested for their antibacterial
effects in vitro with an emphasis on their potential to
restore the activity of conventional antibacterial
agents against clinical strains of S. aureus resistant to
methicillin. These coumarins showed a promising
inhibition with MICs of 8 to 64 pg/ml. Furthermore, they
also exhibited different degrees of synergism with eight
conventional antibacterial agents and against 10 clinical
strains of multidrug resistant S. aureus [16].

The compounds analyzed in this study had variable
effects against S. aureus and did not always exhibit
synergism with the antibiotics tested, even belonging
to the same class as the aforementioned study.
However, in some cases, it was possible to observe a
potentiation of the antibacterial effect after exposure to
LED. The coumarins C1 and C4 stood out to this char-
acteristic, which differ only in the presence of the amino
group.

In a similar work, the modulatory activity of the
essential oil Ocimum gratissimum L. in association with
blue, red, and yellow LED lights was tested. Exposure

FIGURE 4 Geometric mean
minimum inhibitory concentration
(MIC) of the modulation of the

compound 8-methoxy-2-oxo-2H-

Norfl in (NOR
A Nodosacin( ) chromen-3-carboxylic acid
B3 C3+NOR against Staphylococcus aureus
Bl Gentamycin (GEN) and Escherichia coli with and
= C3+GEN without exposure to blue LED.
= Ampicilin (AMP) P <0.01and *™"*P < 0.0001
B C3+AMP indicate significant difference

Normal - LED SS between groups.

Norfloxacin (NOR) | ****

C3+NOR b

Gentamycin (GEN) | ns

C3 +GEN ns

Ampicillin (AMP) ns

C3 + AMP ns
[ Norfloxacin (NOR)
[ C3+NOR
Bl Gentamycin (GEN)
I C3+GEN
Bl Ampicillin (AMP)
Hm C3+AMP

Normal - LED SS

Norfloxacin (NOR) | ns

C3+NOR o

Gentamycin (GEN) | **

C3+GEN ns

Ampicillin (AMP) b

C3 + AMP bk

to LED lights increased the antibacterial effects against
E. coli. The yellow and red lights caused bacterial
growth inhibitions. For S. aureus, the study showed an
improvement in the antibacterial effect by association
with red light, while the blue and yellow lights showed
an antagonistic effect [17]. This effect was similar to
that observed in the present study regarding the
behavior of C1 and C4 against S. aureus.

In a previous study, the essential oil of Eugenia bra-
siliensis showed synergism with amikacin and gentami-
cin against E. coli, enhanced by exposure to blue LED
light [18]. This response was similar to that presented
by compounds C2 and C3 for E. coli; however, in this
study, there was no improvement in synergism by
exposure to LED. Thus, LED activity may behave
differently depending on the photosensitizer used.

Blue light is known to be more effective in killing
bacteria because the production of reactive oxygen
species is higher compared to other wavelengths; thus,
blue light kills bacteria more than other lights of different
colors [19].

The use of light with a length of 415 nm in this study
corroborates the study by Lipovsky et al. [20], who
observed a higher production and ROS than in 455 nm
light, reducing the colony count of S. aureus and
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E. coli. In this study, it is also possible to observe
different effects of the interaction of this light with the
compounds and antibiotics used that may have
interfered with the bactericidal activity of blue light, both
potentiating (synergistic activity) and preventing (antag-
onistic activity) cell death.

In this sense, the action of the compounds and their
activity when they interact with the LED need to be
deepened, considering that these radicals may be
formed, as occurs with photosensitizers; and there may
be active on other mechanisms, such as barriers of
bacterial permeability that governs susceptibility to
antibiotics [21].

In a recently studied methodology, Oliveira et al.
[22] suggest that the manual methodology of reading
by resazurin, used in this study as a revealer of the
results, should be reviewed, since there are limitations
in the reading performed by the human eye. In this
way, the variation in the results would be avoided,
which can improve their interpretation and correlation
with other studies of similar methodology.

5 | CONCLUSIONS

In the analysis of synergistic activity, coumarin C1
exhibited better results against S. aureus, both without

200
1 i

3 Norfloxacin (NOR)

3 C4 +NOR

Bl Gentamycin (GEN)

B3 C4 +GEN

B Ampicillin (AMP)

ns Hm C4 + AMP

n Normal - LED SS
2 Norfloxacin (NOR) [ ns

C4 +NOR ns

Gentamycin (GEN)

C4 + GEN ns

ns

‘“

Ampicillin (AMP) X
C4 + AMP

and with LED exposure. With this coumarin, it was also
possible to see a reversal of the antagonism caused by
exposure to LED, when associated with gentamicin for
this same class of bacteria, and this same behavior
when modulated to ampicillin against E. coli.

Coumarins C3 and C4 exhibited promising bacteri-
cidal activity against E. coli, as there was synergism
when associated with the three antibiotics, maintaining
this behavior in association with LED in modulation with
almost all antibiotics. And although they stood out for
this class of bacteria, there was still synergism for
S. aureus when C3 activity was modulated with
gentamicin and C4 when it was associated with norflox-
acin and exposed to LED.

In the association of C2 with antibiotics and with
LED, the antagonism prevailed; thus, there was no
evidence of a good bactericidal activity of this
compound. Still, it is worth noting that LED was able to
reverse the antagonism of this compound to S. aureus
when modulated with gentamicin.

Thus, analyzing in general, the study showed a
promising bactericidal response of the compounds
tested both in modulation and in exposure to LED.
Therefore, exposure to LED can give rise to a comple-
mentary therapy to the use of antibiotic therapy,
improving the response of certain drugs already used
traditionally and preventing the emergence of
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resistance by new strains to other classes of antibiotics,
as has recently been observed in clinical routine.
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5 CONSIDERACOES FINAIS

5.1 ASPECTOS GERAIS DA PRODUCAO CIENTIFICA

Diante dos ultimos relatdrios emitidos pela Organizacdo Mundial da Salde, sabe-se que a
resisténcia antimicrobiana vem tomando propor¢oes cada vez maiores sem perspectivas de controle,
uma vez que ndao hd medidas efetivas para o controle eficaz da automedicacdo utilizando
antibioticos, bem como a utilizacdo destes em outras areas que acaba por selecionar 0s
microrganismos, que infectam o homem.

Essa problematica gera consequéncias, com repercussdes sem precedentes, agravadas ainda
mais diante da pandemia vivenciada no ultimo ano. Pois varios tratamentos, sem comprovacao
cientifica, foram divulgados amplamente por meios de divulgacdo em massa, ocasionando 0
aumento da automedicacao e utilizacdo de farmacos antes aplicados para a contencdo de infeccGes
por microrganismos, o que pode seleciona-los e trazer danos ainda mais graves futuramente.

Assim, os estudos devem evoluir ndo somente no sentido de tentar reduzir a resisténcia, mas
também, compreender mecanismos capazes de contornar tal fenémeno, ja que este é inevitavel. A
obtencdo de uma terapia eficiente e que ao mesmo tempo seja capaz de acompanhar a evolucao das
bactérias, pode trazer uma solucdo para um problema discutido por muitos anos e por diversos
pesquisadores.

Uma alternativa que pode preencher essa lacuna cientifica, pode ser a associacdo de
multiplas terapias, na tentativa de gerar um mecanismo de acdo amplo que consiga abranger as mais
diversas formas de resisténcia desenvolvidas pelas bactérias. Entre as alternativas terapéuticas, 0s
produtos naturais ja sdo h& algum tempo muito explorados, uma vez que ja apresentam aplicacoes
popularmente conhecidas no tratamento de infeccdes, diarreias, e outras comorbidades causados por
bactérias.

Com base nesse conhecimento popular, varios estudos foram desenvolvidos e os metabolitos
secundarios dos vegetais passaram a ser explorados, identificados, isolados e manipulados para
diversos fins. Muitos desses compostos ja possuem suas atividades conhecidas, porém ainda ha
muito o0 que se conhecer, em termos de interacdes entre as moléculas e associacbes com outras
formas de tratamento.

A terapia fotodindmica com aplicacdo em infec¢Bes bacterianas ainda € uma &rea em
desenvolvimento. Atualmente, as aplicacGes utilizadas s&o restritas a areas ja elucidadas, como o

tratamento para o cancer. Mas ja se sabe que interacdes da luz com determinados corantes, 0s
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fotossensibilizantes, sdo capazes de produzir radicais toxicos para as bactérias, ocasionando sua
morte. Além disso, é possivel que a partir dessa interacdo haja também uma alteracdo da
permeabilidade das bactérias a determinados antibidticos. E embora as bactérias gram-positivas
exibam vérias camadas de peptideoglicano, a parede externa ndo atua como uma barreira de
permeabilidade para os fotossensibilizadores mais comumente usados, cujo peso molecular
geralmente ndo excede 1.500-1.800 Da, portanto esse grupo de bactérias estd mais susceptivel a
acio da fototerapia. E necessario, portanto, revisar estratégias adequadas que aumentem a
permeabilidade da parede externa, a fim de tornar as bactérias Gram-negativas sensiveis a acao de
processos fotodinamicos.

As cumarinas sdo substancias altamente versateis com diversas atividades ja estabelecidas,
entre elas a atividade antibacteriana. Ao serem testadas de maneira isolada através da CIM, as
substancias aqui discutidas ndo apresentaram atividade bactericida clinicamente significante, porém
ao serem associadas aos antibidticos pelo que chamamos de modulacdo, elas foram capazes de
causar a morte bacteriana, potencializando o efeito dos farmacos ja conhecidos e utilizados na
terapia de infecgdes bacterianas.

Substancias que interajam com o LED e sejam capazes de exibir atividade antibacteriana sao
denominadas fotossensibilizadoras, essas substancias agem produzindo espécies reativas de
oxigénio que causam a morte bacteriana. Os fotossensibilizadores conhecidos sdo corantes com
composicdo variavel. O LED azul é o mais conhecido por causar este efeito, pois em comparacédo a
outros comprimentos de onda foi aquele que produziu a maior quantidade de ERO’s. Sabe-se entéo
que quando expostas ao LED a mistura entre compostos bactericidas e antibiéticos poderiam exibir
atividade potencializada, sendo capazes de matar as bactérias em concentracbes menores do que as
ja estabelecidas.

Diante do exposto, a pesquisa deve ser continua na area a fim de explorar outras condicdes e
varidveis, como o meio de cultura, a forma de cultivo, o tempo de exposicdo ao LED, entre outros
fatores que possam vir a interferir e possivelmente fornecer dados para o descarte ou a inclusdo

dessas e outras substancias da classe como possiveis precursores terapéuticos.

5.2 CONCLUSOES GERAIS
Os compostos aqui estudados revelaram comportamentos diferentes em relacdo a exposicéo

ao LED com objetivo antibacteriano. Notou-se que as substancias testadas exibiram por vezes

sinergismo, antagonismo ou indiferenca quando moduladas com os antibiéticos contra as cepas
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testadas, além disso tiveram comportamento diferentes a exposi¢cdo ao LED, por vezes a mesma
substancia reagiu diferente de acordo com a bactéria testada.

Os compostos 3-benzoil-8-metoxi-2H-cromen-2-ona, acido 8-metoxi-2-0xo-6-propil-2H-
cromen-3-carboxilico, 3-(hidroxi(4-nitrofenil)metil)-8-metoxi-6-propil-2H-cromen-2-ona e 3-(4-
aminobenzoil)-8-metoxi-6-propil-2H-cromen-2-ona se destacaram como as substancias que mais
apresentaram sinergismo com 0s antibidticos quando analisamos a resposta geral para as duas
bactérias testadas. Apds a exposicdo ao LED, o composto acido 8-metoxi-2-0xo-6-propil-2H-
cromen-3-carboxilico apresentou a melhor resposta antibacteriana, seguido pelo 3-(4-
aminobenzoil)-8-metoxi-6-propil-2H-cromen-2-ona. J& 0os compostos 8-metoxi-3-(4-nitrobenzoil)-
2H-cromen-2-ona e 8-metoxi-3-(4-nitrobenzoil)-6-propil-2H-cromen-2-ona apresentaram os piores
desempenho prevalecendo o antagonismo e indiferenga como respostas da modulagdo. Quando
analisamos as respostas isoladas o 8-hidroxi-3-(4-nitrobenzoil)-6-propil-2H-cromen-2-ona exibiu
melhor atividade contra S. aureus e para E. coli 0s compostos 3-(4-aminobenzoil)-8-metoxi-2H-
cromen-2-ona e acido 8-metoxi-2-0xo0-6-propil-2H-cromen-3-carboxilico apresentaram atividade
promissora, prevalecendo o sinergismo.

A literatura ja traz alguns trabalhos semelhantes realizados com Gleos essenciais e outros
grupos de compostos. Além disso, também ja ha relatos do envolvimento dos grupos funcionais na
atividade antibacteriana, porém sem associa¢do ao LED. Cabem entdo estudos complementares que
elucidem de que maneira a estrutura quimica de cada composto possa estar produzindo esses
efeitos, para que assim agueles que apresentaram efeitos promissores possam ser alvo de estudos no

desenvolvimento de novos farmacos em associacdo a fototerapia.

5.3 PERSPECTIVAS DE INVESTIGACOES FUTURAS

Nesse estudo, os compostos reagiram de maneira diferente a cada bactéria testada e sua
associacdo com as classes de antibidticos e o LED azul, por vezes apresentando sinergismo,
antagonismo ou sendo indiferentes a essas condigdes. As substancias que apresentaram sinergismo
podem entdo ser ponto de partida para estudos mais detalhadas buscando mecanismos que
expliquem essa relacdo, dessa maneira, serem utilizadas como precursoras no desenvolvimento de
novas abordagens terapéuticas.

A maneira como uma substancia exibe determinada atividade esta intimamente ligada a sua
estrutura quimica, assim sendo, uma vez que uma substancia exiba uma atividade desejada, outros
compostos com caracteristicas semelhantes podem também possuir tal efeito, alem disso, atraves de

estudos computacionais, in silico, pode ser possivel entender as interacdes dessas moléculas com
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ligantes celulares e outras moléculas a fim de obter mais dados que elucidem o mecanismo de agéo
delas.

Assim, sugere-se estudos que mostrem de que forma a estrutura quimica dessas moléculas
associadas as estruturas dos antibidticos testados € afetada pela luz de LED azul, além de observar o
comportamento dessas moléculas quando interagindo com moléculas presentes nas membranas das
bactérias gram-positivas e gram-negativas. Assim, serd possivel agrupar moléculas semelhantes e
buscar dentro do grupo daquelas que apresentaram melhor desempenho na inibi¢do do crescimento
bacteriano.

Dentro dessa mesma perspectiva, novos estudos podem ainda realizar testes in vivo, com a
inducdo de infeccOes bacterianas cutaneas e tratando com produtos originados a partir dessas
substancias associadas exposi¢cdo da pele do animal infectada a luz de LED azul, observando assim

se ha ou ndo uma reversdo do quadro infeccioso ocasionado pelas bactérias.
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7 ANEXOS E APENDICES

APENDICE | - METODOLOGIA EXTENDIDA (METHODX)
OBTENCAO DOS COMPOSTOS

As substancias utilizadas foram cedidas gentilmente pelo Laboratério de Pesquisa em
Quimica Farmacéutica — LQFar, da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas da UNIFAL, Minas
Gerais. Trata-se de cumarinas derivadas de eugenol e dihidroeugenol. Para este estudo foram
utilizadas e testadas nove das substancias disponibilizadas. Foram identificadas como: composto 1
(C1), 3-benzoil-8-metoxi-2H-cromen-2-ona, composto 2 (C2), 8-metoxi-3-(4-nitrobenzoil)-2H-
cromen-2-ona, composto 3 (C3), &cido 8-metoxi-2-oxo0-2H-cromen-3-carboxilico e composto 4
(C4), 3-(4-aminobenzoil)-8-metoxi-2H-cromen-2-ona, composto 5 (C5), acido 8-metoxi-2-0x0-6-
propil-2H-cromen-3-carboxilico, composto (C6), 3-(hidroxi(4-nitrofenil)metil)-8-metoxi-6-propil-
2H-cromen-2-ona, composto 7 (C7), 8-hidroxi-3-(4-nitrobenzoil)-6-propil-2H-cromen-2-ona,
composto 8 (C8), 3-(4-aminobenzoil)-8-metoxi-6-propil-2H-cromen-2-ona e composto 9 (C9), 8-
metoxi-3-(4-nitrobenzoil)-6-propil-2H-cromen-2-ona.

OBTENCAO DOS MICRORGANISMOS

Foram utilizadas as bactérias de cepas padrdo (Escherichia coli ATCC 25922 e
Staphylococcus aureus ATCC 25923) e multirresistentes (Staphylococcus aureus 10 e Escherichia
coli 06) fornecidas pelo Laboratério de Microbiologia e Biologia Molecular (LMBM) da
Universidade Regional do Cariri (URCA).

CONCENTRAGCAO INIBITORIA MINIMA

A determinagdo da CIM foi realizada através da técnica de microdiluicdo em caldo
utilizando placas esterilizadas com 96 pocos com diluicbes em série 1:1 (N. C. C. L. S, 2000).

Culturas microbianas mantidas em &gar estoque sob refrigeracdo foram repicadas em caldo de
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infusdo de cérebro e coracdo (BHI) e incubadas a 37°C durante 24 h. Apos esse periodo, foi feita a
padronizacdo do inoculo, através da preparacdo de uma suspensdo em BHI, cuja turvacdo esteja
similar ao tubo 0,5 da escala McFarland (1 x 10 UFC/mL). Essa suspenséo foi diluida 100 vezes,
em meio BHI, o que corresponde aproximadamente a uma suspensdo contendo 1 x 10°® UFC/mL, da
qual foi retirado 100 pL e colocado em cada poco com 900 uL de BHI, preenchendo a coluna da

placa e microdiluindo com 100 pL do produto a ser testado até o penultimo poco.

As solucdes testes foram preparadas utilizando 10 mg dos produtos solubilizados em
9265 pL de agua destilada e 500 pL. de DMSO obtendo uma concentracao inicial 1024 pg/mL. As

concentragdes finais das amostras no meio de cultura foram 512, 256, 128, 64, 32, 16 ¢ 8 ng/mL.

Os testes foram realizados em triplicata nas colunas das placas e em placas em
duplicata, uma vez que uma delas foi submetida a exposicdo ao LED por 20 minutos. As placas
foram incubadas a 35 + 2 °C, durante 24 h. Ap0s esse periodo, as placas foram reveladas com
corante especifico, a resazurina. Esta solucdo foi preparada em &gua destilada estéril na
concentragdo de 0,01% (p/v). Apos o periodo de incubagdo, 20 pg/mL da solucdo indicadora foi
acrescentada nas placas em cada cavidade e ap6s uma hora em temperatura ambiente, realizada a
leitura do teste. Esta é determinada através da coloracdo do meio de cultura, sendo considerada
positiva para 0s po¢os que ndo apresentarem crescimento microbiano, ou seja, permanecerem com a

coloracgdo azul e negativa os que obtiveram coloragdo vermelha (SALVAT et al., 2001).

O controle positivo do teste foi realizado com os meios de cultura contendo o indculo.
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.

ApoOs a determinagdo da CIM, foi realizada a modulagdo dos produtos com o0s
antibidticos. Para este procedimento utiliza-se tubos do tipo Eppendorf® contendo 1,5 mL, dos
quais 150 pL sdo do in6culo bacteriano, volume do produto em concentracdo sub-inibitoria (CIM/8)
e o restante do volume meio BHI. Posteriormente, € feita a microdiluicdo com os antibidticos,
diluindo em agua ou DMSO (a depender da soilubilidade do antibidtico) e utilizando 100 pL para
microdiluir nos pogos até a penudltima cavidade. Nessa placa, é feita ainda uma coluna contendo

antibidtico, meio e indculo que sera utilizada como controle de modulagéo.
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AVALIACAO DO EFEITO FOTOATIVO COM EXPOSICAO AO LED

Para a realizacdo destes testes, inicialmente foram utilizadas as mesmas metodologias
referentes ao teste de avaliacdo da atividade antibacteriana por microdilui¢do. Depois as placas
foram subdividas em dois grupos, o primeiro foi submetido & luz de LED azul durante vinte
minutos cada placa e o segundo grupo ndo foi submetido as luzes de LED. Para expor as placas
foram utilizados trés aparelhos da marca New Estética®, utilizando uma caixa em MDF recoberta
internamente com papel laminado e com trés furos na tampa, como aparato para isolar cada placa da
luz externa. (PEREIRA et al., 2017). As placas foram incubadas a 35 + 2 °C, durante 24h.

ANALISE ESTATISTICA

Os dados centrais e desvios padrfes foram obtidos de acordo com a metodologia de
(FREITAS et al., 2021), sobre analise microbioldgica em placas de microdiluicdo. Os dados foram
analisados através do programa estatistico GraphPad Prisma 5.0 através de um teste ANOVA de
duas vias. Em seguida foi feito um teste de Bonferroni post hoc (onde p < 0,05 foi considerado

significativo e p > 0,05 ndo significativo).
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