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Resumo/Abstract 

RESUMO 

Avaliação da Atividade Antibacteriana e Moduladora de Cumarinas Derivadas de Eugenol E 

Dihidroeugenol Associadas à Luz De LED Azul. 

 

RESUMO 

 

As cumarinas são estudadas pelo seu potencial no combate a infecções em plantas e animais, desta 

maneira, evidenciando sua atividade contra microrganismos patógenos. O uso de associação 

terapêuticas pode potencializar atividades já encontradas destes compostos. A quimioterapia 

antimicrobiana fotodinâmica tem se apresentado como terapia alternativa com atividade 

antibacteriana, este tipo de terapia baseia-se na ativação de fotossensibilizadores, levando a 

formação de espécies reativas de oxigênio que causam a morte bacteriana. Diante do exposto, o 

presente estudo objetivou verificar a atividade antibacteriana e modulatória 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 

substâncias disponibilizadas. Foram determinadas as Concentrações Inibitórias Mínima de cada 

substância para cepas padrões e multirresistentes de Staphylococcus aureus e Escherichia coli, 

padrão e multirresistentes, posteriormente foram moduladas com antibióticos, norfloxacino, 

gentamicina e ampicilina. A modulação foi realizada para cada substância em duas placas, uma 

delas não 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 após 24 h de incubação em estufa a 37º 

C. As substâncias 3-benzoil-8-metoxi-2H-cromen-2-ona, ácido 8-metoxi-2-oxo-6-propil-2H-

cromen-3-carboxílico, 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 antibióticos, tanto sem 

quanto com exposição ao LED azul, para S. aureus e E. coli. O mecanismo pelo qual o LED age na 

inativação bacteriana está associado a interação com os fotossensibilizadores e a produção de 

espécies reativas de oxigênio que levam à morte celular, o estudo de novas substâncias que 

produzam efeitos semelhantes auxiliam a ampliar a aplicação desse tipo de terapia. Os diferentes 

resultados indicam que é necessária uma investigação do mecanismo pelo qual cada substância 

interage associada ao LED, bem como cada antibiótico, que por vezes exibiram redução da CIM 

com a exposição ao LED, outras vezes mostram aumento dela. Os resultados obtidos trazem dados 

adicionais a respeito da utilização de compostos sintéticos no desenvolvimento de novos fármacos e 

associação com a fototerapia no enfrentamento ao problema da resistência antimicrobiana.  

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

 

Agradecimentos: Laboratório de Microbiologia e Biologia Molecular; Universidade Federal de 

Alfenas. 

 

 



xvii 

Resumo/Abstract 

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 ºC. The substances 3-

benzoyl-8-methoxy-2H-chromen-2-one, 8-methoxy-2-oxo-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. 
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Relevância Científica para sociedade 

IMPORTÂNCIA/RELEVÂNCIA PARA A SOCIEDADE 

A pandemia da COVID-19 causada pelo coronavírus nos mostrou, entre outras coisas, a 

importância de estarmos atentos ao controle dos microrganismos, tendo em vista o seu potencial 

para ocasionar sérios danos à saúde humana. Além disso, uma situação que já vem há bastante 

tempo alertando os pesquisadores por todo o mundo é a questão da resistência aos antimicrobianos 

desenvolvida pelas bactérias, pois nestes casos poderíamos chegar ao ponto de não conseguir tratar 

determinadas doenças por falta de medicações efetivas contra determinadas espécies bacterianas. 

Ademias, as substâncias derivadas de produtos naturais obtidas de plantas utilizadas com 

fins terapêuticos já são amplamente estudadas no combate a infecções bacterianas, dentre elas as 

cumarinas presentes em diversas espécies. Assim, nesse estudo, foi possível verificar a eficácia de 

compostos cumarínicos derivados de eugenol, produtos oriundos de plantas, para o uso associado 

aos antibióticos comumente utilizados, com a finalidade de potencializar seus efeitos e melhorar as 

condições de tratamento. Também foi testada a associação com luzes de LED azul que já mostrou 

que podem combater bactérias em outros tipos de tratamento, como a acne e para cicatrização de 

feridas, e que não representam riscos ao paciente, dessa maneira haveria mais uma possibilidade 

tratamento para os principais microrganismos causadores de doenças. 
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1 INTRODUÇÃO GERAL 

 

Os antibióticos foram os mais impactantes medicamentos já descobertos, pois são capazes 

de curar habitualmente por muitos pacientes. Porém, ao mesmo tempo, são os únicos medicamentos 

que perdem sua eficácia com o uso contínuo. O desenvolvimento de novos antibióticos está 

diminuindo, enquanto a resistência a eles está aumentando, o que pode ocasionar a perda destes 

medicamentos para a prática da medicina. (NATHAN, 2020; ROOPE et al., 2019). 

Tal resistência aos antimicrobianos (RAM) surge como consequência do seu uso. Os 

antibióticos são necessários para curar infecções, entretanto, são utilizados de forma indevida, sob 

uso abusivo e desnecessário, e dessa maneira há aumento da pressão seletiva sobre as bactérias que 

desenvolvem, por decorrência, a resistência. Mundialmente, muitos pacientes sofrem as 

consequências da RAM, uma vez que, as infecções já não são mais responsivas à medicação 

comumente utilizada em seus tratamentos (WHO, 2012). 

 Os estudos avançam na busca por estratégias para descobrir novas drogas, entre elas, a 

triagem sistemática de bibliotecas de compostos sintéticos, a investigação de produtos naturais 

orientados pela etnofarmacologia, a modificação estrutural de drogas conhecidas e o desenho in 

silico de novas moléculas (KESERÜ; MAKARA, 2009; NEWMAN; CRAGG, 2016; OU-YANG et 

al., 2012). 

A hibridização, fusão de subunidades distintas com propriedades farmacofóricas derivadas 

de bioativos sintéticos ou naturais, também tem grande apelo e importância, podendo possibilitar a 

descoberta de potenciais agentes anti-infecciosos, pois os híbridos podem ter suas propriedades 

aprimoradas em relação aos farmacóforos preexistentes individualmente (ANUMALA et al., 2017; 

PEDROSA et al., 2017). 

Assim, todas as pesquisas comungam do mesmo objetivo de buscar alternativas para 

contornar essa resistência. Nesse contexto, os estudos com produtos naturais e seus derivados vem 

se mostrando promissores. Os metabólitos secundários, compostos produzidos pelas plantas como 

uma resposta adaptativa às condições que o ambiente lhes impõe tem sido amplamente utilizado nas 

pesquisas. Estes compostos apresentam uma grande diversidade estrutural, e consequentemente, 

apresentam diversas funções e atividades farmacológicas, algumas já conhecidas outras ainda em 

estudo (DIXON, 2001; DODDS; RATHJEN, 2010).  

Entre estes metabólitos secundários, as cumarinas são estudadas pelo seu potencial no 

combate a infecções em plantas e animais, desta maneira, evidenciando sua atividade contra 

microrganismos patógenos. Esses compostos são produzidos pela via dos fenilpropanóides. Já 
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foram evidenciadas algumas atividades para esta classe de compostos, que variam de 

antimicrobiana e antiviral a anticoagulante e anticâncer (STRINGLIS; JONGE; PIETERSE, 2019). 

  As cumarinas utilizadas nesse estudo são derivadas de Eugenol e Dihidroeugenol. A 

estrutura química do eugenol pode ser modificada em laboratório e, portanto, pode dar origem a 

derivados com diferentes perfis de atividade biológicas (GOVÊA et al., 2020).  

Ademais, o uso de associação terapêuticas pode potencializar atividades já encontradas 

destes compostos. Assim, a quimioterapia antimicrobiana fotodinâmica tem se apresentado como 

terapia alternativa com atividade antibacteriana, fundamentada na ativação de fotossensibilizadores, 

levando a formação de espécies reativas de oxigênio que causam a morte bacteriana. Várias classes 

de moléculas demonstraram efeito bactericida contra um amplo espectro de bactérias gram-

positivas e gram-negativas multirresistentes quando irradiados com luz visível (DE OLIVEIRA et 

al., 2015; MAISCH, 2009).  

 Entre as terapias que utilizam a luz como princípio, o laser e o LED (Light-Emitting Diode) 

se destacam, ambas apresentam diversas aplicações, com efeitos anti-inflamatórios e cicatrizantes, a 

depender do comprimento de onda utilizado. Entre as aplicações apresentam também atividade 

bactericida, utilizada comumente no tratamento da acne e em biofilmes dentários, sendo a luz azul 

(407 – 420nm) a mais indicada pelo efeito bactericida (ABRAMOVITS; PETER ARRAZOLA; 

ADITYA, 2005). 

 Estudos que elucidem o comportamento das substâncias como possíveis 

fotossensibilizadoras para serem utilizadas nas terapias fotodinâmicas são relevantes e atuais, uma 

vez que a resistência antimicrobiana se mostra cada vez mais presente e limita o uso de antibióticos 

na prática da medicina e de outras áreas. Além disso, são necessárias pesquisas básicas que possam 

tornar possível o avanço no sentido de viabilizar o desenvolvimento de novos fármacos ou opções 

de tratamento para infecções por microrganismos resistentes. Diante do exposto, o presente estudo 

objetivou verificar a atividade antibacteriana intrínseca de derivados de cumarinas associados a luz 

de LED azul e seu efeito em associação com antibióticos. 

 

1.1 ESTRATÉGIAS DE PESQUISA 

 

As substâncias utilizadas foram cedidas gentilmente pelo Laboratório de Pesquisa em 

Química Farmacêutica – LQFar, da Faculdade de Ciências Farmacêuticas da UNIFAL, Minas 

Gerais. Trata-se de cumarinas derivadas de eugenol e Dihidroeugenol. Para este estudo foram 

utilizadas e testadas nove das substâncias disponibilizadas. Tendo em vista a já conhecida ação 
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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 substâncias foram identificadas como: (1) 3-benzoil-8-metoxi-2H-cromen-2-ona, (2) 8-

metoxi-3-(4-nitrobenzoil)-2H-cromen-2-ona, (3) ácido 8-metoxi-2-oxo-2H-cromen-3-carboxílico, 

(4) 3-(4-aminobenzoil)-8-metoxi-2H-cromen-2-ona, (5) ácido 8-metoxi-2-oxo-6-propil-2H-cromen-

3-carboxílico,   (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 substâncias foram diluídas em água e dimetilsufóxido (DMSO) para realização dos testes 

microbiológicos. Os testes microbiológicos foram realizados pelo método da microdiluição em 

caldo e seguiram o protocolo descrito para determinação da concentração inibitória mínima e 

atividade modulatória (COUTINHO et al., 2008, 2010). Para determinação da CIM, foram 

utilizadas as bactérias de cepas padrão (Escherichia coli ATCC 25922 e Staphylococcus aureus 

ATCC 25923) e multirresistentes (Staphylococcus aureus 10 e Escherichia coli 06) fornecidas pelo 

Laboratório de Microbiologia e Biologia Molecular (LMBM) da Universidade Regional do Cariri 

(URCA). 

Já para modulação, foram utilizados os antibióticos ampicilina (beta-lactâmico), gentamicina 

(aminoglicosídeo) e norfloxacina (fluoroquinolonas). Essa escolha leva em consideração os 

diferentes mecanismo de ação dos antibióticos, que podem agir inibindo a síntese da parede celular, 

como os beta-lactâmicos, despolarizando a membrana celular, inibindo a síntese de proteínas, como 

os aminoglicosídeos, inibindo a síntese de ácidos nucléicos, como as fluoroquinolonas, ou ainda 

inibindo as vias metabólicas em bactérias (REYGAERT, 2018). 

As placas de microdiluições foram inoculadas em triplicata, no que se refere às colunas para 

microdiluição, 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 incubação em 

estufa, e a outra incubada sem a exposição prévia ao LED. Para expor as placas foram utilizados 

três aparelhos da marca New Estética®, utilizando uma caixa em MDF recoberta com papel 

laminado como aparato para isolar cada placa (PEREIRA et al., 2017). Após a modulação as placas 

foram incubadas em estufa bacteriológica a 37ºC por 24h quando foram retiradas e reveladas com 

20 µL de resazurina. 

A terapia fotodinâmica com luz visível é amplamente aplicada no tratamento de diversas 

doenças, e já se tem relatos da sua eficácia em inativar os microrganismos. Ela se baseia na tríade, 

luz, fotossensibilizador e oxigênio disponível, assim, o fotossensibilizador é um corante atóxico que 

irá produzir espécies reativas de oxigênio, causando a morte bacteriana. São descritos pela literatura 
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também substâncias com papel fotoantimicrobiana, que podem ocasionar a morte bacteriana sob 

ativação da luz (WAINWRIGHT et al., 2017). 

Os dados centrais e desvios padrões foram obtidos de acordo com a metodologia de 

(FREITAS et al., 2021), sobre análise microbiológica em placas de microdiluição. Os dados foram 

analisados através do programa estatístico 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 não significativo).  

 

1.3 ESTRUTURA DA TESE 

 

O presente estudo relata os resultados obtidos a partir dos testes de modulação de cumarinas 

sintéticas obtidas a partir do eugenol e Dihidroeugenol. Para melhor compreensão os resultados 

foram expressos utilizando figuras contendo estruturas químicas e gráficos e tabelas. Através das 

quais é possível observar e comparar a atividade de cada um dos nove compostos aqui descritos. 

A fim de promover um embasamento técnico-científico, foi desenvolvida uma 

fundamentação teórica com base nos principais pesquisadores das áreas afins, através de buscas em 

base de dados. As ideias foram apresentadas por meio de citações indiretas, promovendo o diálogo 

entre os autores citados. 

Para melhor explorar e embasar os resultados a estrutura do trabalho foi dividida em 

introdução geral seguida pelos objetivos, já o embasamento teórico foi dividido por subtítulos: 

- Resistencia Bacteriana a Antibióticos que traz um panorama geral acerca da problemática 

em torno do desenvolvimento da resistência por microrganismos e seus impactos. Bem como os 

fatores que contribuem para o desenvolvimento deste fenômeno e papel da ciência nesta questão. 

-Principais Bactérias Resistentes a Antibióticos, caracterizando o desenvolvimento da 

resistência em alguns microrganismos de interesse clínico, discutindo de que maneira estes 

microrganismo são selecionados e apresentam tal resistência. Subdividindo-se em: Staphylococcus 

aureus e Escherichia coli que foram os microrganismos aqui abordados, assim será possível 

entender a classificação destas bactérias, principais infecções ocasionadas por elas e aspectos de sua 

resistência. 

-Propriedades Químicas das Cumarinas, que caracteriza a classe de compostos aqui 

utilizadas, fazendo ainda um levantamento sobre os estudos que utilizaram a mesma classe, as 

atividades já elucidadas e a relação estrutura-atividade. 
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-Fototerapia e atividade bactericida, que aborda os mecanismos e aspectos principais da 

utilização da luz como terapia de inativação de microrganismos, estudos prévios, evidências 

científicas do métodos e aplicação dessa terapia. 

Os capítulos I e II trazem os artigos publicados a partir da tese. O capítulo I 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 associação com antibióticos de 

referência, bem como, a sua atividade em associação com a luz de LED azul. 

Já o capítulo II, com o título: ―Photobiological Effect of Eugenol-Derived 3-

Benzoylcoumarin Associated with LED Lights Against MDR Microorganisms‖, que mostra como 

as benzoilcumarinas em associação com o LED azul foram capazes de mostrar efeito contra cepas 

bacterianas padrão e multirresistentes. 

Por fim, para finalização da tese aborda-se uma discussão geral, considerações finais e 

perspectivas futuras para o tema em questão abordado, expondo o ponto de vista do autor acerca 

dos resultados obtidos, a fim de ampliar a visão de pesquisadores que também se interessem pelo 

tema em área semelhante. 
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2 OBJETIVOS 

 

2.1. OBJETIVO GERAL 

 

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

LED azul e seu efeito em associação com antibióticos. 

 

2.2. OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

 

 Determinar o efeito fotobiológico dos compostos em associação a luz de LED azul; 

 Avaliar os compostos com relação a sua atividade antibacteriana frente bactérias 

patogênicas; 

 Verificar o efeito modulador de antibióticos dos compostos frente aos microrganismos 

resistentes; 

 Verificar as atividades antibacteriana e moduladora dos compostos com a exposição ao 

comprimento de onda de luz azul (LED). 
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3 FUNDAMENTAÇÃO TEÓRICA 

3.1 RESISTÊNCIA BACTERIANA A ANTIBIÓTICOS 

 

A descoberta dos antibióticos foi crucial para medicina moderna, e contribuiu de forma 

significante para aumento da expectativa de vida e diminuição da mortalidade infantil, além disso, 

são decisivos para cirurgias invasivas e tratamentos como a quimioterapia. Por outro lado, há um 

aumento significativo de infecções decorrentes de bactérias multirresistentes em todo o mundo, o 

que potencializa o número de infecções intratáveis (DAVIES et al., 2013). 

Embora ocorra naturalmente, a resistência pode ser desencadeada por uma série de fatores 

ambientais, como o uso de maneira incorreta e excessiva de antimicrobianos, principalmente na 

agropecuária. Uma vez que esta prática acaba por selecionar os microrganismos mais resistentes 

quando utilizados para tratar ou prevenir infecções na produção animal. Por consequência, os seres 

humanos entram em contato direto ou indireto com essas formas resistentes, seja pelo manuseio ou 

consumo do alimento, e pela poluição produzida pelos resíduos biológicos agrícolas (ROCA et al., 

2015). 

O problema se agrava pelo uso indiscriminado de antibióticos pela população, através da 

prática da automedicação, em partes pela falta de conhecimento deste público, ou devido a ausência 

de fiscalização do consumo de antimicrobianos. Aliado a isso há o baixo investimento em pesquisa 

e desenvolvimento de antibióticos inovadores. Diante disso, nos últimos 40 anos, o 

desenvolvimento de antibióticos novos foi praticamente inexistente. Entre as consequências desse 

uso irregular e disseminado de antibióticos, incluem as infecções nosocomiais, de origem hídrica e 

alimentar, enteropatias, entre outras infecções ocasionadas por bactérias resistentes (BECATTINI; 

TAUR; PAMER, 2016; PAVYDĖ et al., 2015; UNITED NATIONS, 2016). 

O auge da descoberta de antibióticos foi entre os anos 1960 e 70, mas esses achados 

declinaram rapidamente em virtude da identificação de novos compostos ter se tornado mais 

desafiadora. Outro fator que contribuiu para o crescimento da resistência foi o investimento e 

esforços das grandes farmacêuticas em áreas mais lucrativas. Assim, para enfrentar o problema da 

resistência é necessário o apoio e aumento da pesquisa e desenvolvimento de antibióticos. No 

entanto, é necessário saber que os microrganismos continuarão respondendo a eles e desenvolvendo 

resistência, já que isso é uma característica evolutiva, assim os estudos dos mecanismos de 

resistência devem ser contínuos, resilientes e estáveis (MUNITA; ARIAS, 2016). 
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3.2 PRINCIPAIS BACTÉRIAS RESISTENTES A ANTIBIÓTICOS 

 

A resistência bacteriana pode ser intrínseca ou adquirida. Quando intrínseca, a espécie é 

capaz de resistir a ação de um antibiótico como resultado de características estruturais e funcionais 

inerentes à bactéria. Isso porque as bactérias possuem uma plasticidade genética, de tal maneira que 

conseguem responder a uma gama de ameaças ambientais, nas quais estão inclusas as moléculas de 

antibióticos. Quando adquirida ocorre por meio de mutações em genes cromossômicos e transferida 

de maneira horizontal. (BLAIR et al., 2015; MUNITA; ARIAS, 2016). 

Algumas bactérias patogênicas, por exemplo, Pseudomonas aeruginosa, Escherichia coli, 

Enterobacter cloacae, tem como característica a baixa permeabilidade da membrana 

lipopolissacarídica externa, o que as tornam resistentes naturalmente a muitos antibióticos, já que 

essa membrana servirá como obstáculo na difusão de antibióticos para o interior da bactéria 

(COCULESCU, 2009). 

Em 2017, a Organização Mundial de Saúde, relatou por meio de um documento que os 

estudos envolvendo novos antibióticos devem priorizar as bactérias que tem poucas opções de 

tratamento. Este documento incluiu como prioridade crítica, Enterobacteriaceae resistentes a 

carbapenemicos e as cefalosporinas de 3ª geração, 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 resistência foi 

detectada em 93,33% (98) isolados. Foram coletadas 138 amostras em 27 instrumentos (52,17%), 

50 equipamentos (36,23%) e 16 itens relacionados à higiene e antissepsia (11,59%). Nesse universo 

amostral foram isoladas 105 cepas. 83,81% (88) correspondiam a bactérias gram-positivas que 

apresentaram resistência a sulfazotrim, penicilina, ampicilina, norfloxacina, clindamicina e 

oxacilina. Todas as amostras foram sensíveis a vancomicina. Já as bactérias gram-negativas 

(16,19%) foram mais resistentes a sulfazotrim, ampicilina, amoxicilina, clorexidina, ácido 

nalidíxico e cefoxitina (SOUZA et al., 2021). 

3.2.1 STAPHYLOCOCCUS AUREUS 

 

Um dos principais representantes do grupo de gram-positivos, Staphylococcus aureus é 

encontrada colonizando as narinas anteriores em 20-25% da população adulta saudável, estando 

associada a um risco aumentado de infecção. Assim, pode causar infecções de pele e tecidos moles, 

uma vez que coloniza esses indivíduos. As infecções cutâneas costumam ser autolimitadas, no 
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entanto, podem servir de porta de entrada para tecidos mais profundos e na corrente sanguínea, 

ocasionando bacteremia (ELLIS et al., 2014; YAROVOY et al., 2019). 

 Esta espécie é versátil e pode sobreviver em condições hostis, causando infecções purulentas 

graves mediadas por toxinas. Podem causar ainda, intoxicação alimentar e algumas infecções mais 

agressivas, síndromes de choque tóxico, endocardite, meningite, osteomielite e pneumonia 

(GUACA-GONZÁLEZ et al., 2018). 

Para avaliação dessas infecções é necessário averiguar os sinais e sintomas clínicos, aliados a 

histórias e achados físicos. Na maioria dos casos a cultura de rotina costumam revelar o 

diagnóstico, entretanto para casos de difícil diagnóstico pode ser necessário a realização de PCR 

(reação em cadeia da polimerase) em tempo real, buscando genes 16S rRNA. Na orientação do 

tratamento, realiza-se os teste de sensibilidade aos antibióticos, antibiograma, tomando o cuidado de 

não haver contaminação, pois a presença de S. aureus na pele ou mucosa não indica 

obrigatoriamente uma infecção, já que este faz parte da microbiota (RASIGADE; VANDENESCH, 

2014). 

S. aureus desenvolve resistência aos antibióticos através da mutação em seus genes ou através 

da aquisição de genes de resistência de outras bactérias da mesma ou até de outra espécie. Quando 

há a mutação do gene gera-se uma alteração no sítio de ação do antibiótico, já quando a resistência 

é adquirida por meio de genes transmitidos, geralmente envolve a inativação ou destruição da 

droga. A prevalência de S. aureus Resistente a Meticilina (MRSA) pode ser determinada por meio 

de estudos genéticos e já se sabe que a disseminação de clones foi responsável por essa prevalência, 

assim a caracterização fenotípica e genotípica auxilia na avaliação da disseminação dessas cepas 

(BERNARD et al., 2004; SANTOS et al., 2007). 

Desta maneira, é essencial os cuidados no tratamento das infecções por este tipo de 

bactérias, limitando a duração do uso de antibiótico a não mais do que 7 a 10 dias, uma vez que já 

se sabe que a prescrição empírica de antibióticos levou a seleção das cepas resistentes. Para tanto, é 

necessária uma colaboração multiprofissional das equipes de saúde no sentido de direcionar a 

terapia, registrar o progresso para que ocorra a modificação do regime em casos de tratamentos 

ineficazes (TAYLOR; UNAKAL, 2020). 

2.2.2 ESCHERICHIA COLI 

 

Escherichia coli pertence à família Enterobacteriaceae, na classe Gammaproteobacteria, 

apresenta forma de bastão e é classificada como gram-negativa. Esta bactéria está entre as mais bem 

estudadas. Pode crescer rapidamente, se replicando em aproximadamente 20 min em condições 

ideais. Uma das utilizações mais comuns para essa bactérias é para avaliar a qualidade da água, 



28 

Fundamentação Teórica 

alimentos e solo por indicar contaminação fecal, uma vez que algumas cepas e sorotipos podem 

causar doenças em humanos (JANG et al., 2017). 

E. coli é relatada entre as principais causas de diarreia bacteriana, principalmente entre 

crianças menores de cinco anos. Através da identificação de fatores de virulência e mecanismos de 

patogenicidade foram classificados seis tipos patogênicos: E. coli enteropatogênica (ECEP), E. coli 

enterotoxigênica (ECET), E. coli enteroinvasiva (ECEI), E. coli shigatoxigenica (ECST), E. coli 

enteroagregativa (ECEA), E. coli aderente difusa (ECAD). Desses tipos a enteropatogênica é o mais 

associado à diarreia em bebês, ocasionando febre e vômitos (GRUNDMANN et al., 2017; PÉREZ; 

GÓMEZ-DUARTE; ARIAS, 2010; SMALL et al., 2013). 

A partir desses patótipos podem resultar três síndromes clínicas principais, a doença 

entérica/ diarreica, infecções do trato urinário (ITU) e sepse/ meningite. ECEP e ECET também 

pode ocasionar doenças em animais com fatores de virulência semelhantes aos dos humanos, porém 

com fatores de colonização diferentes. Há ainda um patótipo especificamente animal, E. coli 

patogênica aviaria (ECPA), que causa infecções extra intestinais, principalmente respiratórias, 

pericardite e septicemia em aves (KAPER; NATARO; MOBLEY, 2004). 

Estudos revelam a produção de enzimas responsáveis por resistência como as beta 

lactamases, mais presente na população acometida por ITU. Evento esse que só ocorria em 

ambientes hospitalares. Entre os fatores de risco para o desenvolvimento de infecções pelas cepas 

resistentes está o uso de antibióticos nos meses que antecedem a infecção (FAN et al., 2014; 

GOULENOK et al., 2013). 

 

3.3 PROPRIEDADES QUÍMICAS, BIOLÓGICAS E FARMACOLÓGICAS DAS CUMARINAS 

 

 As cumarinas compõe um grande grupo de metabólitos secundários das plantas, originadas a 

partir da via do ácido chímiquico. Estão 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 família Fabaceae. Estruturalmente são lactonas, derivam do 

ácido o-hidróxi-cinâmico, sendo o representante mais simples a cumarina per se (1,2-benzopirona). 

Até então foram descritas, caracterizadas e isoladas cerca de 1400 cumarinas (RAZAVI, 2011; 

SANTOS; SIQUEIRA; SILVA-FILHO, 2013). 

Este grupo de metabólito se classifica como heterocíclicos orgânicos e são 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 são também chamadas de 2H-

cromen-2-onas (KOSTOVA, 2006). 
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Figura 1. Estrutura Química da Cumarina 

 

Fonte: Franco et al. (2021) 

A função fisiológica das cumarinas nas plantas está relacionada ao papel antioxidante, 

atuando ainda como inibidores enzimáticos. Possuem também outras funções como controle do 

crescimento das plantas, envolvimento na respiração, fotossíntese e defesa contra infecções. Devido 

a sua gama de propriedades biológicas já reportadas houve um aumento pelo interesse no 

desenvolvimento da síntese orgânica, dessa maneira, obtendo compostos conhecidos em maior 

escala e novos derivados com utilidades biológicas e industriais (MEDINA et al., 2015). 

 As propriedades já conhecidas das cumarinas relatam atividade anti-inflamatória, 

antioxidante, anticoagulante, antibióticas, imunomodulatórias, antimicrobianas, antiviral e 

broncodilatadoras, com ampla utilização na medicina no tratamento de linfedemas, câncer, 

queimaduras, varizes e doenças reumáticas. Possuem ainda aplicações na indústria alimentícia, 

utilizadas como corantes e essências e em bebidas alcoólicas. 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 aplicações em diferentes áreas, sendo encontradas em 

borrachas sintéticas, materiais plásticos, 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 química e os grupamentos presentes nas cumarinas e seus 

derivados apresenta relação direta com sua atividade. Dessa maneira, foi descrita, por exemplo, uma 

potente atividade antibacteriana em derivados cumarínicos combinados com 1,2,3-triazóis, podendo 

fornecer uma alternativa a superação da resistência aos medicamentos e melhoria da sua potência. 

Além disso, em estudo que sintetizou cumarino-triazóis foi obtido composto promissor com CIM – 

130,7 μM frente a Enterococcus faecalis (LÓPEZ-ROJAS et al., 2018; ZHOU; WANG, 2012). 

 Nas duas últimas décadas, foram estudadas e testadas uma ampla variedade de cumarinas 

para agente antimicrobianos, e alguns antibióticos já disponíveis no mercado são a base de 

cumarinas, como a novobiocina, aminocumarina e clorobiocina. Além disso, foram avaliados 
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alguns grupos farmacofóricos em algumas cumarinas sintéticas para diferentes aplicações 

biológicas (KHARB; KARUS; SHARMA, 2013; SUROWIAK et al., 2021). 

 

3.4 TERAPIA FOTODINÂMICA E ATIVIDADE BACTERICIDA 

 

O interesse em métodos que inativam microrganismos utilizando a luz vem aumentando, 

principalmente como alternativa ao enfretamento da resistência bacteriana. A luz ultravioleta (UV) 

já é bem consolidada pela sua atividade antimicrobiana, pois induz efeitos danificando o DNA. Por 

este mesmo motivo a utilização desse tipo de luz em tratamentos se torna limitada, pois pode ser 

prejudicial a pele e componentes dos olhos. Por outro lado, a luz visível já é utilizada em 

tratamentos como câncer e outras doenças, neste tipo de terapia a inativação ocorre pela adição de 

moléculas fotossensibilizantes (HAMBLIN; HASAN, 2004; MACLEAN et al., 2009). 

A terapia fotodinâmica pode utilizar fotossensibilizadores exógenos, que uma vez 

introduzidos nas células, são irradiados com um comprimento de onda adequado de luz visível ou 

infravermelha. Quando ativadas, as moléculas do fotossensibilizador passa sua energia para o 

oxigênio molecular circulante, formando espécies reativas de oxigênio (ERO’s). Estudos relatam o 

efeito da luz visível como bactericida, em sua maioria, afirmando que o comprimento de onda entre 

400 e 500 nm, luz azul, é o responsável por matar vários patógenos, por induzir a formação de uma 

maior quantidade de ERO’s (LUBART et al., 2011). 

O uso de corantes ativáveis por luz vem sendo desenvolvidos desde a descoberta do 

processo fotodinâmico, no século 20. Já nas últimas duas décadas, vem sendo feitas várias 

abordagens na tentativa de otimizar as propriedades dos fotossensibilizadores, pela modificação da 

estrutura química ou pelo desenvolvimento de novas classe. Muitos estudos vêm investigando a 

eficácia antimicrobiana de terapia fotodinâmica aplicando fotossensibilizadores desde a década de 

1990. Muitos desses estudos mostraram resultados promissores alcançando altas taxas de inativação 

(BOYCE; PITTET, 2002; WAINWRIGHT et al., 2017). 

Entretanto, as bactérias gram-negativas são resistentes a terapia fotodinâmica com os 

fotossensibilizadores mais comumente usadas, já para as gram-positivas estes produtos são capazes 

de levar facilmente a fototoxicidade. Dessa maneira, os fotossensibilizadores que sejam capazes de 

aumentar a permeabilidade da membrana externa aumentará a eficácia em matar microrganismos 

gram-negativos. As evidências relatam que as cepas resistentes a antibióticos têm a mesma 

suscetibilidade de serem mortas pela terapia fotodinâmica que as cepas selvagens, e que as bactérias 

não desenvolverão prontamente resistência a essa terapia (HAMBLIN; HASAN, 2004). 
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Em trabalho realizado com vários patógenos de interesse clínico, fez-se a exposição desses 

microrganismos a um comprimento de onda de 405 ± nm, o estudo não utilizou fotossensibilizador 

exógeno. Foi possível notar uma eficácia do efeito bactericida deste comprimento que teve efeito 

fototóxico 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 são mais 

suscetíveis do que as gram-negativas (MACLEAN et al., 2009). 

Dessa maneira, evidencia-se que a terapia fotodinâmica é provida de características 

favoráveis ao tratamento de infecções microbianas, possuindo um amplo espectro de ação, 

inativação eficaz de cepas resistentes a antibióticos, baixo potencial mutagênico e a ausência de 

seleção de microrganismos fotorresistentes. Portanto, pesquisas vem evoluindo no sentido de 

definirem o escopo e o campo de aplicação dessa abordagem terapêutica (JORI et al., 2006). 
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DIHYDROEUGENOL DERIVATIVES ASSOCIATED WITH BLUE LED LIGHT: A 

DIFFERENT FORM TO FACE MULTIDRUG RESISTANT (MDR) BACTERIA. 

Autores:  

Amanda Karine de Sousa, Janaina Esmeraldo Rocha, Thiago Sampaio de Freitas, Priscila Ramos 

Freitas, Raimundo Luiz Silva Pereira, Maria Karollyna do Nascimento Silva Leandro, José Vaz 

Cardoso Machado, Lucas Martins de Oliveira, Elkin Jose Torres Sierra, Francisco Nascimento 

Pereira Júnior, Diogo Teixeira Carvalho, Henrique Douglas Melo Coutinho, Lucindo José Quintans 

Júnior. 

Revista: Microbial Pathogenesis; Fator de Impacto: 3,848; Qualis: A3 

Link de acesso: https://doi.org/10.1016/j.micpath.2022.105827 

Situação: Publicado 

Resumo do artigo em português 

O eugenol já teve suas propriedades farmacológicas elucidadas em estudos anteriores, entre elas, as 

propriedades antibacteriana e antifúngica. A partir de tais informações, este estudo objetivou avaliar a 

atividade antibacteriana e moduladora de compostos cumarínicos preparados a partir de Dihidroeugenol e 

associá-los a luz de LED azul para a mesma atividade. Para este estudo foram utilizadas e testadas cinco das 

substâncias disponibilizadas. Foram identificadas como: composto 1 (C1), ácido 8-metoxi-2-oxo-6-propil-

2H-cromen-3-carboxílico,  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 microdiluição em caldo. Após a 

determinação da CIM, os produtos foram avaliados quanto ao potencial de modularem a atividade de 

antibióticos. Depois as placas foram subdividas em dois grupos, o primeiro foi submetido à luz de LED azul 

durante vinte minutos cada placa e o segundo grupo não foi submetido às luzes de LED. As placas foram 

incubadas a 35 ± 2 ºC, durante 24h e reveladas com resazurina. Quando expostos ao LED o C3 exibiu uma 

diminuição da CIM para SA ATCC e C5 para EC ATCC, com uma média de 645,08 µg/mL para ambos os 

casos. C2 e C4 exibiram sinergismo em maior número de situações quando comparados aos demais 

compostos. No entanto, o C3 mostrou uma atividade promissora contra S. aureus em quase todas as situações 

testadas. C1 e C2 já atuaram melhor contra E. coli, com o diferencial que C1 atuou melhor contra estas 

bactérias quando associado ao LED, ao contrário de C2 que não respondeu bem a este estímulo, alterando 

inclusive comportamentos de sinergismo para antagonismo após a exposição. De maneira geral, os 

compostos aqui estudados exibiram boa atividade antibacteriana quando associados ao LED, no entanto, é 

necessário conhecer suas propriedades de atuação para esclarecer o mecanismo pelo qual atuam na morte das 

bactérias em associação com a luz. 

Palavras-chave: Atividade modulatória. Cumarinas. Fototerapia. Resistência aos antimicrobianos.  
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PHOTOBIOLOGICAL EFFECT OF EUGENOL-DERIVED 3-BENZOYLCOUMARIN 

ASSOCIATED WITH LED LIGHTS AGAINST MDR MICROORGANISMS 
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Situação: Publicado 
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Resumo do artigo em português: 

A problemática da resistência aos antibiótico pelas bactérias ameaça a saúde humana. Diante disso, 

os estudos nessa área buscam alternativas para contorná-la. O estudo com cumarinas e eugenol já 

provou que estas classe de compostos atuam contra bactérias. Nesta mesma vertente, a exposição ao 

LED mostra também um efeito bactericida. Buscando uma possível potencialização deste efeito, o 

presente estudou cumarinas derivadas de eugenol com associação ao LED para averiguar o efeito 

bactericida. Foram testados quatro compostos. Para isso, foram determinadas as CIMs e a 

modulação com três antibióticos contra as bactérias Escherichia coli e Staphylococcus aureus. Para 

testar o comportamento da atividade perante a exposição 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 não passava por esta exposição. O C1 exibiu melhor atividade contra S. 

Aureus, pois prevaleceu o sinergismo nas condições testadas. C3 e C4 foram promissores contra E. 

coli, pois mostraram sinergismo em associação com os três antibióticos tanto com, quanto sem 

exposição ao LED. Desta forma, os compostos mostraram atividade bactericida e o LED mostrou 

potencializar o sinergismo. 

Palavras-chave: Resistência aos antibióticos. Atividade bactericida. Fototerapia. Cumarinas. 
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5 CONSIDERAÇÕES FINAIS  

 

5.1 ASPECTOS GERAIS DA PRODUÇÃO CIENTÍFICA  

 

Diante dos últimos relatórios emitidos pela Organização Mundial da Saúde, sabe-se que a 

resistência antimicrobiana vem tomando proporções cada vez maiores sem perspectivas de controle, 

uma vez que não há medidas efetivas para o controle eficaz da automedicação utilizando 

antibióticos, bem como a utilização destes em outras áreas que acaba por selecionar os 

microrganismos, que infectam o homem. 

 Essa problemática gera consequências, com repercussões sem precedentes, agravadas ainda 

mais diante da pandemia vivenciada no último ano. Pois vários tratamentos, sem comprovação 

científica, foram divulgados amplamente por meios de divulgação em massa, ocasionando o 

aumento da automedicação e utilização de fármacos antes aplicados para a contenção de infecções 

por microrganismos, o que pode selecioná-los e trazer danos ainda mais graves futuramente. 

 Assim, os estudos devem evoluir não somente no sentido de tentar reduzir a resistência, mas 

também, compreender mecanismos capazes de contornar tal fenômeno, já que este é inevitável. A 

obtenção de uma terapia eficiente e que ao mesmo tempo seja capaz de acompanhar a evolução das 

bactérias, pode trazer uma solução para um problema discutido por muitos anos e por diversos 

pesquisadores. 

 Uma alternativa que pode preencher essa lacuna científica, pode ser a associação de 

múltiplas terapias, na tentativa de gerar um mecanismo de ação amplo que consiga abranger as mais 

diversas formas de resistência desenvolvidas pelas bactérias. Entre as alternativas terapêuticas, os 

produtos naturais já são há algum tempo muito explorados, uma vez que já apresentam aplicações 

popularmente conhecidas no tratamento de infecções, diarreias, e outras comorbidades causados por 

bactérias.  

 Com base nesse conhecimento popular, vários estudos foram desenvolvidos e os metabólitos 

secundários dos vegetais passaram a ser explorados, identificados, isolados e manipulados para 

diversos fins. Muitos desses compostos já possuem suas atividades conhecidas, porém ainda há 

muito o que se conhecer, em termos de interações entre as moléculas e associações com outras 

formas de tratamento. 

A terapia fotodinâmica com aplicação em infecções bacterianas ainda é uma área em 

desenvolvimento. Atualmente, as aplicações utilizadas são restritas a áreas já elucidadas, como o 

tratamento para o câncer. Mas já se sabe que interações da luz com determinados corantes, os 
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fotossensibilizantes, são capazes de produzir radicais tóxicos para as bactérias, ocasionando sua 

morte. Além disso, é possível que a partir dessa interação haja também uma alteração da 

permeabilidade das bactérias a determinados antibióticos. E embora as bactérias gram-positivas 

exibam várias camadas de peptideoglicano, a parede externa não atua como uma barreira de 

permeabilidade para os fotossensibilizadores mais comumente usados, cujo peso molecular 

geralmente não excede 1.500-1.800 Da, portanto esse grupo de bactérias está mais susceptível a 

ação da fototerapia. É necessário, portanto, revisar estratégias adequadas que aumentem a 

permeabilidade da parede externa, a fim de tornar as bactérias Gram-negativas sensíveis à ação de 

processos fotodinâmicos. 

 As cumarinas são substâncias altamente versáteis com diversas atividades já estabelecidas, 

entre elas a atividade antibacteriana. Ao serem testadas de maneira isolada através da CIM, as 

substâncias aqui discutidas não apresentaram atividade bactericida clinicamente significante, porém 

ao serem associadas aos antibióticos pelo que chamamos de modulação, elas foram capazes de 

causar a morte bacteriana, potencializando o efeito dos fármacos já conhecidos e utilizados na 

terapia de infecções bacterianas.  

Substâncias que interajam com o LED e sejam capazes de exibir atividade antibacteriana são 

denominadas fotossensibilizadoras, essas substâncias agem produzindo espécies reativas de 

oxigênio que causam a morte bacteriana. Os fotossensibilizadores conhecidos são corantes com 

composição variável. O LED azul é o mais conhecido por causar este efeito, pois em comparação a 

outros comprimentos de onda foi aquele que produziu a maior quantidade de ERO’s. Sabe-se então 

que quando expostas ao LED a mistura entre compostos bactericidas e antibióticos poderiam exibir 

atividade potencializada, sendo capazes de matar as bactérias em concentrações menores do que as 

já estabelecidas. 

Diante do exposto, a pesquisa deve ser contínua na área a fim de explorar outras condições e 

variáveis, como o meio de cultura, a forma de cultivo, o tempo de exposição ao LED, entre outros 

fatores que possam vir a interferir e possivelmente fornecer dados para o descarte ou a inclusão 

dessas e outras substâncias da classe como possíveis precursores terapêuticos. 

 

5.2 CONCLUSÕES GERAIS 

 

Os compostos aqui estudados revelaram comportamentos diferentes em relação a exposição 

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

sinergismo, antagonismo ou indiferença quando moduladas com os antibióticos contra as cepas 
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testadas, além disso tiveram comportamento diferentes a exposição ao LED, por vezes a mesma 

substância reagiu diferente de acordo com a bactéria testada. 

Os compostos 3-benzoil-8-metoxi-2H-cromen-2-ona, ácido 8-metoxi-2-oxo-6-propil-2H-

cromen-3-carboxílico, 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 substâncias que mais 

apresentaram sinergismo com os antibióticos quando analisamos a resposta geral para as duas 

bactérias testadas. Após a exposição ao LED, o composto ácido 8-metoxi-2-oxo-6-propil-2H-

cromen-3-carboxílico apresentou a melhor resposta antibacteriana, seguido pelo 3-(4-

aminobenzoil)-8-metoxi-6-propil-2H-cromen-2-ona. Já os 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 indiferença como respostas da modulação. 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  os compostos 3-(4-aminobenzoil)-8-metoxi-2H-

cromen-2-ona e ácido 8-metoxi-2-oxo-6-propil-2H-cromen-3-carboxílico apresentaram atividade 

promissora, prevalecendo o sinergismo. 

A literatura já traz alguns trabalhos semelhantes realizados com óleos essenciais e outros 

grupos de compostos. Além disso, também já há relatos do envolvimento dos grupos funcionais na 

atividade antibacteriana, porém sem associação ao LED. Cabem então estudos complementares que 

elucidem de que maneira a estrutura química de cada composto possa estar produzindo esses 

efeitos, para que assim aqueles que apresentaram efeitos promissores possam ser alvo de estudos no 

desenvolvimento de novos fármacos em associação a fototerapia. 

 

5.3 PERSPECTIVAS DE INVESTIGAÇÕES FUTURAS 

 

Nesse estudo, os compostos reagiram de maneira diferente a cada bactéria testada e sua 

associação com as classes de antibióticos e o LED azul, por vezes apresentando sinergismo, 

antagonismo ou sendo indiferentes a essas condições. As substâncias que apresentaram sinergismo 

podem então ser ponto de partida para estudos mais detalhadas buscando mecanismos que 

expliquem essa relação, dessa maneira, serem utilizadas como precursoras no desenvolvimento de 

novas abordagens terapêuticas.  

A maneira como uma substância exibe determinada atividade está intimamente ligada à sua 

estrutura química, assim sendo, uma vez que uma substância exiba uma atividade desejada, outros 

compostos com características semelhantes podem também possuir tal efeito, além disso, através de 

estudos computacionais, in silico, pode ser possível entender as interações dessas moléculas com 
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ligantes celulares e outras moléculas a fim de obter mais dados que elucidem o mecanismo de ação 

delas. 

Assim, sugere-se estudos que mostrem de que forma a estrutura química dessas moléculas 

associadas às estruturas dos antibióticos testados é 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, será possível agrupar moléculas semelhantes e 

buscar dentro do grupo daquelas que apresentaram melhor desempenho na inibição do crescimento 

bacteriano. 

Dentro dessa mesma perspectiva, novos estudos podem ainda realizar testes in vivo, com a 

indução de infecções bacterianas cutâneas e tratando com produtos originados a partir dessas 

substâncias associadas exposição da pele do animal infectada à luz de LED azul, observando assim 

se há ou não uma reversão do quadro infeccioso ocasionado pelas bactérias.  
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7 ANEXOS E APÊNDICES 

APÊNDICE I – METODOLOGIA EXTENDIDA (METHODX) 

 OBTENÇÃO DOS COMPOSTOS 

 

As substâncias utilizadas foram cedidas gentilmente pelo Laboratório de Pesquisa em 

Química Farmacêutica – LQFar, da Faculdade de Ciências Farmacêuticas da UNIFAL, Minas 

Gerais. Trata-se de cumarinas derivadas de eugenol e dihidroeugenol. Para este estudo foram 

utilizadas e testadas nove das substâncias 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), ácido 8-metoxi-2-oxo-2H-cromen-3-carboxílico e composto 4 

(C4), 3-(4-aminobenzoil)-8-metoxi-2H-cromen-2-ona, composto 5 (C5), ácido 8-metoxi-2-oxo-6-

propil-2H-cromen-3-carboxílico,   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. 

 

OBTENÇÃO DOS MICRORGANISMOS 

 

Foram utilizadas as bactérias de cepas padrão (Escherichia coli ATCC 25922 e 

Staphylococcus aureus ATCC 25923) e multirresistentes (Staphylococcus aureus 10 e Escherichia 

coli 06) fornecidas pelo Laboratório de Microbiologia e Biologia Molecular (LMBM) da 

Universidade Regional do Cariri (URCA). 

 

CONCENTRAÇÃO INIBITÓRIA MÍNIMA 

 

A determinação da CIM foi realizada através da técnica de microdiluição em caldo 

utilizando placas esterilizadas com 96 poços com diluições em série 1:1 (N. C. C. L. S, 2000). 

Culturas microbianas mantidas em ágar estoque sob refrigeração foram repicadas em caldo de 
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infusão de cérebro e coração (BHI) e incubadas a 37°C durante 24 h. Após esse período, foi feita a 

padronização do inóculo, através da preparação de uma suspensão em BHI, cuja turvação esteja 

similar ao tubo 0,5 da escala McFarland (1 x 10
8
 UFC/mL). Essa suspensão foi diluída 100 vezes, 

em meio BHI, o que corresponde aproximadamente a uma suspensão contendo 1 x 10
6
 UFC/mL, da 

qual foi retirado 100 µL e colocado em cada poço com 900 µL de BHI, preenchendo a coluna da 

placa e microdiluindo com 100 µL do produto a ser testado até o penúltimo poço. 

As soluções testes foram preparadas utilizando 10 mg dos produtos solubilizados em 

9265 µL de água destilada e 500 µL de DMSO obtendo uma concentração inicial 1024 μg/mL. As 

concentrações finais das amostras no meio de cultura foram 512, 256, 128, 64, 32, 16 e 8 μg/mL. 

Os testes foram realizados em triplicata nas colunas das placas e em placas em 

duplicata, uma vez que uma delas foi submetida a exposição ao LED por 20 minutos. As placas 

foram incubadas a 35 ± 2 ºC, durante 24 h. Após esse período, as placas foram reveladas com 

corante específico, a resazurina. Esta solução foi preparada em água destilada estéril na 

concentração de 0,01% (p/v). Após o período de incubação, 20 μg/mL da solução indicadora foi 

acrescentada nas placas em cada cavidade e após uma hora em temperatura ambiente, realizada a 

leitura do teste. Esta é determinada através da coloração do meio de cultura, sendo considerada 

positiva para os poços que não apresentarem crescimento microbiano, ou seja, permanecerem com a 

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

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

A Concentração Inibitória Mínima (CIM) foi definida como a menor concentração capaz de inibir 

completamente o crescimento microbiano, nos poços de microdiluição conforme detectado 

macroscopicamente.  

Após a determinação da CIM, foi realizada a modulação dos produtos com os 

antibióticos. Para este procedimento utiliza-se tubos do tipo Eppendorf® contendo 1,5 mL, dos 

quais 150 µL são do inóculo bacteriano, volume do produto em concentração sub-inibitória (CIM/8) 

e o restante do volume meio BHI. Posteriormente, é feita a microdiluição com os antibióticos, 

diluindo em água ou DMSO (a depender da soilubilidade do antibiótico) e utilizando 100 µL para 

microdiluir nos poços até a penúltima cavidade. Nessa placa, é feita ainda uma coluna contendo 

antibiótico, meio e inóculo que será utilizada como controle de modulação. 
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AVALIAÇÃO DO EFEITO FOTOATIVO COM EXPOSIÇÃO AO LED 

 

Para a realização destes testes, inicialmente foram utilizadas as mesmas metodologias 

referentes ao teste de avaliação da atividade antibacteriana por microdiluição. Depois as placas 

foram subdividas em dois grupos, o primeiro foi submetido à luz de LED azul durante vinte 

minutos cada placa e o segundo grupo não foi submetido às luzes de LED. Para expor as placas 

foram utilizados três aparelhos da marca New Estética®, utilizando uma caixa em MDF recoberta 

internamente com papel laminado e com três furos na tampa, como aparato para isolar cada placa da 

luz externa. (PEREIRA et al., 2017). As placas foram incubadas a 35 ± 2 ºC, durante 24h.  

 

ANÁLISE ESTATISTICA 

 

Os dados centrais e desvios padrões foram obtidos de acordo com a metodologia de 

(FREITAS et al., 2021), sobre análise microbiológica em placas de microdiluição. Os dados foram 

analisados através do programa estatístico 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 não significativo).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 


