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ABSTRACT

Lippia alba, also known as erva cidreira, is an aromatic bush occurring throughout Brazil. Its essential oil
has many bioactivities, but few studies of its use are associated to phototherapy. The aim of this study was
to evaluate the antibacterial activity of the essential oil of Lippia alba (OEL) associated with blue, red,
and yellow LED (Light Emitting Diode) lights against strains of Staphylococcus aureus and Escherichia
coli. The oil was extracted by the hydrodistillation method. The antibacterial and modulatory activity was
performed by the method of gas contact using the oil, LED lights, and antibiotics. All experiments were
carried out in triplicate. The OEL has antibacterial potential against all strains tested, with a more expressive
result against the multi-resistant strain of E. coli when associated with the LED lights. The modulation of
bacterial resistance, both in the combinations of oil + antibiotic + LED lights and oil + antibiotics, showed
synergism against the tested multi-resistant strains. Therefore, the essential oil of Lippia alba associated
with LED lights has an antibacterial and modulating effect by gas contact. These data may contribute to
future research linked to development of new therapeutic strategies to combat resistant microorganisms.

Keywords: phototherapy; biological products; pharmacological sinergism.

RESUMO

Lippia alba Mill., também conhecida como erva cidreira, ¢ um subarbusto aromatico que ocorre em todo
territorio brasileiro. Seu 6leo essencial possui muitas atividades, mas ainda sao escassos estudos do seu uso
associado a fototerapia. O objetivo desse estudo foi avaliar a atividade antibacteriana do 6leo essencial de
Lippia alba (OEL) associado a luzes de LED (Light Emitting Diode) azul, vermelha e amarela contra cepas
de Staphylococcus aureus e Escherichia coli. O o6leo foi extraido pelo método de hidrodestilacdo. A ativida-
de antibacteriana e moduladora foi avaliada pelo método de contato gasoso utilizando o 6leo, luzes de LED
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e antibidticos, os quais foram realizados em triplicata. O OEL possui um potencial antibacteriano frente

todas as cepas testadas tendo um resultado mais expressivo na cepa multirresistente de E. coli quando asso-
ciado a luzes de LED. Na modulag¢do da resisténcia bacteriana, tanto nas combinag¢des do 6leo + antibidtico

+ luzes de LED como 6leo + antibioticos, houve sinergismo frente as linhagens multirresistentes de ambas
as cepas testadas. Os resultados obtidos no presente estudo mostraram que o 6leo essencial de Lippia alba
associado as luzes de LED possui efeito antibacteriano e modulador pelo método de contato gasoso. Estes
dados obtidos poderao colaborar com pesquisas futuras que visem o desenvolvimento de novas estratégias
terapéuticas no combate de microrganismos resistentes.

Palavras-chave: fototerapia; produtos biologicos; sinergismo farmacoldgico.

INTRODUCAO

As infecgdes bacterianas vém sendo um dos
principais agravos de saide no mundo. A terapia
a base de antibacterianos possibilitava um contro-
le sobre este problema; porém, com o passar dos
anos 0s micro-organismos passaram a desenvolver
mecanismos de resisténcias que dificultam o trata-
mento dessas doengas (1,2).

Estudos realizados acerca da incidéncia de
cepas bacterianas resistentes demonstram que o
ambiente comunitario em geral e o ambiente hos-
pitalar sdo considerados os principais reservatorios
destes micro-organismos onde, as principais infec-
cOes observadas sdo as respiratorias, urindrias e
cutaneas podendo variar de uma simples infec¢@o
até quadros graves como a sepse (3,4).

Segundo um documento publicado pela Orga-
niza¢do Mundial de Saude (OMS, 2017), as princi-
pais bactérias que devem ser estudadas no desen-
volvimento de pesquisas de novos antibioticos pelo
fato de apresentarem um tratamento dificil sdo es-
pécies Enterobactérias Gram-negativas resistentes
a carbapénicos e cefalosporinas, como Escherichia
coli e Klebsiella pneumoniae e espécies Gram-po-
sitivas, como Staphylococcus aureus resistente a
meticilina (MRSA) e vancomicina (5).

Lippia alba também conhecida como erva ci-
dreira ¢ um subarbusto aromatico que ocorre em
todo territorio brasileiro, pertencente a familia Ver-
benaceae. Esta espécie ¢ utilizada na medicina po-
pular como analgésico, anti-inflamatorio, sedativo
¢ antiespasmoddico e estudos demonstraram que o
6leo essencial e o extrato metanolico desta espécie
apresentam compostos como geranial, neral, - ca-
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riofileno e carvona, o que respalda seu potencial
bioativo e a capacidade de inibir bactérias, fungos
e protozoarios (6).

A modulagdo de farmacos se caracteriza pela
capacidade que produtos naturais tém de modificar
a acdo de antimicrobianos possibilitando assim a
inversdo da resisténcia bacteriana pela eliminagao
de plasmideos ou pela inibi¢do de bombas de eflu-
x0. A combinag¢ao entre produtos naturais e farma-
cos sintéticos possui uma grande relevancia uma
vez que essa utilizagdo contribui para a diminuigdo
da concentragdo minima inibitoria dos antibidticos
pela minimizagdo dos efeitos secundarios e pela
acao sinérgica promovida por esse processo (7,8,9).

A fototerapia constitui um eficiente recurso te-
rapéutico onde uma das opg¢des promissoras deste
recurso ¢ o Light Emitting Diode (LED) que sdo
diodos semicondutores que emitem luz em dife-
rentes comprimentos de onda. Esta foto-ondulagao
possui capacidade de atuar na permeabilidade celu-
lar, sintese de ATP, proteinas, entre outros processos
agindo como antibacteriano e anti-inflamatorio a de-
pender do comprimento de onda utilizado (10,11).

As bactérias sdo os principais microrganismos
causadores de doencas. Pode ocorrer agravamento
do quadro pelo desenvolvimento de resisténcia a
antimicrobianos. Desta forma, o estudo acerca de
Lippia alba, suas atividades e a utilizagao de seus
compostos frente bactérias resistentes ¢ importante,
pois, tem potencial de contribuir para o desenvol-
vimento de novos fArmacos antibacterianos. Diante
disto, o presente estudo tem como objetivo avaliar
a atividade antibacteriana e moduladora do 6leo
essencial de Lippia alba associada a exposi¢do a
LED frente a microrganismos multirresistentes.



MATERIAL E METODO possui os espectros de luz vermelha, azul e amarela,

permitindo também a combinagdo dessas cores. As
luzes utilizadas foram azul, com um comprimento
de onda pré-determinado pelo aparelho, de 415 nm,
luz vermelha (620 nm) e luz amarela (590 nm).

Coleta do material vegetal. As folhas de
Lippia alba foram coletadas no horto de plantas
medicinais da Universidade Regional do Cariri
(URCA), no municipio de Crato, Ceara, Brasil e Meios de Cultura e Antibidticos. Os discos
uma exsicata da espécie foi depositada no Herbario ~ com antibidticos gentamicina, amicacina, penicili-
Dérdano Andrade-Lima (URCA), com o numero na G, oxacilina, norfloxacina e ciprofloxacina foram
de registro n® 5059. obtidos na LaborClin® Produtos para Laboratorios

Extraciio do 6leo essencial das folhas de Li- Ltda, Brasil. Os meios de cultura foram adquiridos
ppia alba. A extracdo do 6leo essencial das folhas de HiMedia Laboratories, India e dimetilsulfoxido
de Lippia alba (OEL) foi realizada pelo método de ~ (DMSO) de Merck, Darmstadt, na Alemanha.
hidrodestilagdo utilizando o aparelho tipo Cleven- Microrganismos. Foram utilizadas as linha-
ger (Labor Quimi, Brasil), onde as folhas foram  gens bacterianas padrio de Escherichia coli (ATCC
trituradas e colocadas em um balao de vidro de 5,0 10536) e Staphylococcus aureus (ATCC 25923) ce-
L juntamente com 2,5 L de dgua destilada, perma-  didas pelo Instituto Oswaldo Cruz e as linhagens
necendo em ebuli¢do por 2 horas. foi adicionado multirresistentes de isolados clinicos Escherichia
sulfato de sodio anidro (Na,SO,) ao oleo essencial /i 27 ¢ Staphylococcus aureus 358. As informa-
obtido ¢ este foi armazenado sob refrigeragdo (- 4 ¢oOes acerca das origens e perfil de resisténcias das
°C) para conservagdo da amostra at¢ a realizagdo  cepas utilizadas estdo contidas na Tabela 1. Todas
das analises (12). as linhagens foram mantidas em Agar Infusdo de

Aparelho de LED. O aparelho utilizado duran- Coragdo (HIA). Para os testes, as linhagens foram
te o procedimento experimental foi o Light Emithing ~ suspensas em tubos de ensaio com solucdo salina
Diodes (NEW-Estética®, Brasil) (LED), um diodo  para obter uma suspensdo com turvagdo equivalen-
emissor de luz da marca NEW-Estética®, o qual te a 0,5 da escala de McFarlland (1 x 108 UFC/mL).

Tabela 1. Microrganismos utilizados e perfil de resisténcia das cepas padrao e isolados clinicos.

Staphylococcus aureus ATCC 25923 -

Escherichia coli ATCC 10536 =

Escherichia coli 27 Feridas cirdrgicas Ast, Amp, Ami, Amox, Ca, Cfc, Cf, Caz, Cip, Clo, Im, Can, Stz, Tet, Tob
Staphylococcus aureus 358 Feridas cirdrgicas Oxa, Gen, Tob, Ami, Can, Neo, Par, But, Sis, Net

Ast: Aztreonam; Amp: Ampicillina; Ami: Amicacina; Amox: Amoxicillina; Ca: Cefadroxila; Cfc: Cefaclor; Cf: Cefalotina; Caz: Ceftazidima; Cip:
Ciprofloxacina; Clo: Cloranfenicol; Im: Imipenem; Can: Canamicina; Stz: Sulfametazina; Tet: Tetraciclina; Tob: Tobramicina; Oxa: Oxacilina; Gen:
Gentamicina; Neo: Neomicina; Par: Paromomicina; But: Butirosina; Sis: Sisomicina; Net: Netilmicina; (—): Sensibilidade. ATCC: American Type
Culture Collection.

Avaliacdo da atividade antibacteriana por  placas foram incubadas em estufa por 24 horas a
contato gasoso. Em placas de Petri contendo Agar 37 °C em estufa bacteriologica. Para determina-
Mueller-Hinton, foi realizada a semeadura em ta- ¢do dos halos de inibi¢ao foi utilizada uma régua
pete de cada cepa padrdo. O OEL foi utilizado na ~ milimetrada. Todos os testes foram realizados em
concentragdo de 100 %. Um disco de papel absor-  triplicata (11).
vente semelhante aos discos para os testes de anti- Avaliacdo da atividade moduladora por
biograma foi colocado sobre o semeio e na tampa contato gasoso. O ensaio para avaliagdo da ativi-
de cada placa foi acrescentado 10uL do 6leo. As dade moduladora ocorreu de acordo com o méto-
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do do contato gasoso modificado por Inouye e cols submetido a luz de LED vermelha e o terceiro a luz
(2001). Em placas de Petri contendo Agar Mueller- de LED amarela durante vinte minutos cada placa.
-Hinton foi realizada a semeadura em tapete de cada O quarto grupo ndo foi submetido as luzes de LED.
cepa multirresistente. Na base das placas inoculadas ~ As placas foram incubadas a 37 °C, durante 24 horas
foram adicionados os discos de antibidticos genta-  em estufa bacterioldgica. Os testes foram realizados
micina 10 ug, amicacina 30 pg, norfloxacin 10 pg, em triplicata e para determinagao dos halos de inibi-
ciprofloxacin 5 pg, penicilina G 10U, oxacilina 1 pg ¢do foi utilizada uma régua milimetrada (11).

(LaborClin, Brasil) (13). Na tampa de cada placa foi
acrescentado 10 puL do 6leo essencial, de forma que
através da volatilizagado, ocorresse interacdo com os
discos de antibioticos. Outras placas contendo os
discos de farmacos, mas sem o 0leo, foram também
preparadas para servirem de controle. Apds essa
etapa, todas as placas foram incubadas por 24 horas
a 37 °C em estufa bacteriologica. Com uma régua
milimetrada foram medidos os halos de inibi¢ao dos

antibidticos na presenga e na auséncia do oleo testa- RESULTADOS E DISCUSS AO

do, para determinagdo de sinergismo ou antagonis-

Analise estatistica. Os ensaios antibacterianos
foram realizados em triplicata e os resultados foram
expressos em média aritmética £ desvio padréo,
avaliados estatisticamente por meio da analise de
variancia (ANOVA) e teste de Tukey, utilizando o
programa GraphPad Prism 7.0, onde as diferengas
foram consideradas significativas quando p< 0,05.

mo. Todos os testes foram realizados em triplicata. No teste realizado pelo método de contato ga-

Avaliacdo da atividade antibacteriana e mo-  s0so, o 6leo essencial de Lippia alba (OEL) apre-
duladora com exposi¢io ao LED. Para realiza¢do sentou atividade antibacteriana, observada pela
destes testes foi utilizada a mesma metodologia re-  formac@o de halos, frente a todas as cepas testadas,
ferente ao teste de avaliacdo da atividade antibacte- com um resultado favoravel frente a cepa multirre-
riana ¢ moduladora por contato gasoso. As placas fo- sistente de E. coli 27 e S. aureus ATCC25923 quan-

ram subdivididas em quatro grupos onde o primeiro  do exposta a associacdo do 6leo essencial com as
foi submetido a luz de LED azul, o segundo grupo luzes de LED (Tabela 2).

Tabela 2. Atividade antibacteriana de oleo essencial de folhas de Lippia alba (OEL), associada a radia¢ao
luminosa.

CEPA m LED AZUL LED AMARELO LED VERMELHO

Escherichia coli (ATCC10536) 33,3 30,6
Escherichia coli 27 40 44,6 42 43

Staphylococcus aureus (ATCC25923) 30 38,3 36,3 43,3
Staphylococcus aureus 358 30 30 24,3 33,3

LED: Light Emitting Diode

A Figura 1 representa os resultados da modula- com o OEL e luzes de LED azul, amarela e vermelha
¢do da amicacina combinada com o OEL e as luzes apresentou um resultado ainda mais significante. Nas
de LED. Nas combinagdes frente a cepa de E. coli ~ combinagdes realizadas frente a cepa de S. aureus
27 houve o aumento do halo com a associa¢do do 358, houve aumento do halo quando se fez a asso-
antibidtico e o OEL, assim como na associacdo do ciacao do antibidtico com OEL, com maior signifi-
antibiotico com a luz de LED azul onde houve uma  cancia na associagdo do antibiotico juntamente com
menor significancia. A associacdo do antibidtico 0 OEL e as luzes de LED azul, amarela e vermelha.
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Figura 1. A¢do da Amicacina em combinagao as luzes de LED azul, amarela e vermelha e 6leo essencial

de folhas de Lippia alba (OEL).

* %k k

ns

* k%

ns

* % %

* %k

ns

7

NN
SO

W

N

IHMMMI]IN

Halo de Inibi¢do (mm)

Ry
A L L L AL LR LA AR A R A AR

Amicacina

NEBBEBONO

Amicacina + OELa

Amicacina + Luz Azul

Amicacina + OELa + Luz Azul
Amicacina + Luz Amarela
Amicacina + OELa + Luz Amarela
Amicacina + Luz Vermelha
Amicacina + OELa + Luz Vermelha

%%k %k
* %k

A A L L R R A A AR A Y

ns

3

p<0.001
p<0.01
p<0.05
p>0.05

S.aureus

A Figura 2 representa os resultados da modu-
lacdo da Gentamicina quando combinada com OE
es luzes de LED onde, frente a cepas de E. coli 27
houve aumento do halo com a associagdo do an-
tibidtico e o OEL, tendo um resultado de maior
significancia quando se fez a associacdo do anti-

bidtico, o OEL e as luzes de LED azul, amarela
e vermelha. Nas combinacdes realizadas frente a
cepas de S. aureus 358 s6 foram obtidos resulta-
dos significativos quando se fez a associagdo do
antibiotico, OEL e as luzes de LED azul, amarela

e vermelha.

Figura 2. Acdo da Gentamicina em combinagao as luzes de LED azul, amarela e vermelha e 6leo essencial

de folhas de Lippia alba (OEL).
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A Figura 3 mostra a modulacdo da Ciproflo-
xacina combinada a OEL e luzes de LED. Frente
a cepas de E. coli 27, a associagdo do antibidtico
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com o OEL fez com que houvesse um aumento
significativo no tamanho do halo quando compa-
rado ao uso somente do antibidtico frente a cepa.
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Esta potencializacdo da atividade antibacteriana foi
também observada quando se realizou a associacdo
do antibiotico, o OEL e as luzes azul, amarela e
vermelha. No que diz respeito aos testes realizados

frente a cepa de S. aureus 358, foi observado au-
mento dos halos de forma significante somente na
associa¢do do antibidtico com o OELa e as luzes de
LED azul e amarela, respectivamente.

Figura 3. A¢ao da Ciprofloxacina em combinagao as luzes de LED azul, amarela e vermelha e 6leo essen-

cial de folhas de Lippia alba (OEL).
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A Figura 4 representa os resultados da modu-
lagdo de Norfloxacina quando associada a OEL e
luzes de LED. Na combinag¢éo do antibidtico com o
OEL houve aumento dos halos, assim como quando
estes foram associados a luzes de LED azul, ama-
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rela e vermelha no que diz respeito a cepa E. coli
27. Foi observado também o aumento dos halos
quando S. aureus 358 foi submetida a antibiotico
associado ao OEL e as luzes de LED azul, amarela
e vermelha.

Figura 4. Acdo da Norfloxacina em combinagdo as luzes de LED azul, amarela e vermelha e 6leo essencial

de folhas de Lippia alba (OEL).
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O estudo realizado apresentou algumas limita-
coes. Este modelo de pesquisa ¢ voltado para uma
possivel utilizagdo do produto natural de forma to-
pica em associag@o ao aparelho de LED, sendo o
uso oral uma op¢do mais complexa a ser analisa-
da. Outro obstaculo esta relacionado aos compos-
tos isolados do 6leo essencial em questdo, os quais
podem ser responsaveis pela agdo demonstrada no
estudo, que sdo de dificil isolamento muitas vezes.

De acordo com o estudo realizado por Macha-
do e cols (2014) foi observada atividade antibacte-
riana no 6leo essencial de Lippia alba pelo método
de difusdo em Agar em todas as concentragdes tes-
tadas com um amplo espectro de atividade, onde
tanto bactérias Gram-positivas como Gram-nega-
tivas foram inibidas, corroborando com o presente
estudo (14).

Foi constatada também atividade antibacte-
riana dos extratos brutos de Lippia alba pela me-
todologia de difusao em disco de papel onde os
resultados obtidos mostraram que os extratos clo-
roférmico, acetonico e etandlico da raiz foram ati-
vos frente a Staphylococcus aureus, Micrococcus
luteus, Bacillus subtilis, Mycobacterium smegma-
tis, Candida albicans e Monilia sitophila e os ex-
tratos hexanico, etandlico e metandlico de folhas
inibiram S. aureus, M. luteus, B. subtilis, M. smeg-
matisi e M. sitophila (15).

A atividade antibacteriana de produtos natu-
rais se da por diversos fatores como: composicao
quimica da planta, processamento do vegetal, con-
centracao do composto utilizado, tipo de microrga-
nismo testado, entre outros fatores. Com base em
estudos realizados o 6leo essencial de Lippia alba,
este possui como principais compostos quimicos
o citral, limoneno e mirceno, compostos que apre-
sentam atividade antimicrobiana, efeito analgésico
e ansiolitico (15,16).

Estudos que contemplem a atividade antimicro-
biana de espécies vegetais, assim como sua capaci-
dade de modular farmacos, tém sido bastante discu-
tidos tendo em vista que estas propriedades podem
ser uma nova estratégia de tratamento quando a uti-
lizagdo dessas drogas de forma isolada ndo apresenta
eficacia (17,18). Combinagdes de farmacos antibac-
terianos e associacdes destes com produtos naturais
vém sendo aplicadas no combate de microrganismos
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patogénicos que apresentem resisténcia a diversas
classes de antibidticos, estas combinagdes tem por
finalidade alterar os efeitos destes farmacos seja re-
vertendo a resisténcia ou potencializando-a (19).

Segundo Pereira e cols (2019), ensaios de Che-
ckerboard demonstraram que o 6leo essencial de L.
alba foi capaz de modular positivamente a acdo de
antimicrobianos de diversas classes, reduzindo em
até 16 vezes a concentragdo minima inibitdria tanto
pelo método de disco-difusdo quanto pelo método
de contato gasoso (20). O presente estudo também
demonstrou que o OEL contribuiu positivamente
na atividade de todos os antibidticos testados indi-
cando um efeito sinérgico. Em outro estudo reali-
zado, o 6leo essencial de L. alba interferiu na agdo
de diversos aminoglicosideos e a atividade antibac-
teriana da gentamicina contra cepas de S. aureus
foi aumentada cerca de 275 % quando submetido a
12% do 6leo essencial (21).

A fototerapia promove alteragdes bioquimicas
na membrana celular que acabam por causar danos
em sua estrutura, ela também pode inibir a respira-
¢do celular por atingir a mitocondria, fazendo com
que ocorra problemas na célula bacteriana impe-
dindo seu processo de divisdo. Esta terapia pode
ainda inativar enzimas que s30 responsaveis por
aumentar a permeabilidade celular e pelo metabo-
lismo celular (22). Segundo Lipovskye cols (2010),
a inativagdo fotodinamica ¢ a fototerapia por meio
do uso de aparelhos de LED, vem sendo bastan-
te estudada tendo em vista que estudos realizados
frente a cepas de Escherichia coli e Staphylococcus
aureus demonstraram que estes métodos sao efica-
zes na erradicacao de bactérias (23).

Aluz de LED azul ¢ descrita na literatura como
apresentando atividade bactericida, por um meca-
nismo chamado stress oxidativo. Estudos também
comprovaram que a luz de LED vermelha possui
uma capacidade de penetragdo mais profunda e que
essa capacidade influencia significativamente no
seu potencial de formar halos de inibigao (24,25).
O ¢6leo essencial de Eugenia jambolana apresentou
potencial antibacteriano e modulador quando testa-
do frente cepas de E. coli e S. aureus em associacao
com luzes de LED, tanto pelo método de contato
gasoso quanto pelo método de microdiluigdo, cor-
roborando com o presente estudo (20).



Segundo Matias (2018), a utilizacdo do 6leo
essencial de Cordia verbanacea DC., associado a
luzes de LED, nao apresentou potencial antibacte-
riano pelo método de contato gasoso, porém, sua
associagdo a antibidticos juntamente com a expo-
si¢do as luzes de LED apresentou efeito modula-
dor da resisténcia bacteriana (26). Estes resultados
coincidiram com os obtidos neste estudo, tendo em
vista que os resultados de maior significancia em
sua maioria foram obtidos quando realizou-se a as-
sociacdo dos antibioticos com o OEL e a exposi¢ao
as luzes de LED.

Os resultados com valores estatisticamente
ndo significantes podem ser justificados pela es-
trutura de bactérias Gram-negativas, que possuem
membrana externa formando um envelope, o que
torna dificil a a¢ao de produtos naturais ¢ antimi-
crobianos (27). No entanto, foi possivel observar
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