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RESUMO 

 

RODRIGUES, Fábio Assad Féres, D.Sc., Universidade Federal de Viçosa, janeiro de 2022. 
Avaliação da atividade antibacteriana e antibiofilme de óleos essenciais, de suas 
formulações tópicas e de compostos orgânicos sintéticos em Staphylococcus aureus 

USA300. Orientadora: Marisa Alves Nogueira Diaz. Coorientadores: Denise Mara Soares 
Bazzolli e Mateus Ferreira Santana. 

 

A utilização de antibióticos de maneira indiscriminada está diretamente relacionada com a 

seleção de bactérias resistentes. Como alternativa no combate a infecções bacterianas, tem-se 

prospectado novas moléculas provenientes de produtos naturais, como aquelas presentes nos 

óleos essenciais. Estes são compostos do metabolismo secundário de plantas, com algumas 

funções antibacterianas confirmadas. Adicionalmente, desempenham funções na atração de 

polinizadores, alelopatia e proteção contra mudanças drásticas na temperatura. O presente 

estudo analisou o efeito antibacteriano de óleos essenciais em Meticilina-resistente 

Staphylococcus aureus USA300 (MRSA-USA300). Esta bactéria é responsável por diversos 

casos de infecções na pele, no pulmão e podendo causar sepse. Estudos anteriores relataram a 

multirresistência desta bactéria a diversas classes de antibióticos, elevando a importância na 

prospecção de novas moléculas para o combate deste microrganismo. Neste contexto, o objetivo 

do trabalho foi avaliar a atividade antibacteriana e antibiofilme de dezenove óleos essenciais e 

de suas formulações tópicas em MRSA-USA300. Inicialmente, dezenove óleos essenciais 

foram analisados quanto a possível atividade antibacteriana e antibiofilme em MRSA-USA300. 

Quatro óleos essenciais apresentaram atividade antibacteriana na triagem inicial, sendo eles: 

canela, coentro, cravo e tangerina. Os resultados de cromatografia gasosa desses óleos revelou 

os principais componentes, sendo predominantes os terpenos e fenilpropanoides. As análises 

de concentração inibitória mínima (CIM) e de concentração bactericida mínima (CBM) foram 

realizadas com os quatro óleos essenciais ativos. Os valores de CIM e CBM foram idênticos 

para todos os óleos essenciais, com valores entre 10 mg/mL a 1,25 mg/mL. O óleo essencial de 

coentro (1,25 mg/mL) e o de canela (2,5 mg/mL) apresentaram os menores valores de CIM e 

CBM sendo considerados os mais efetivos. Adicionalmente, foram realizadas análises de 

citotoxicidade em eritrócitos humanos. O óleo essencial de tangerina foi o único que causou 

hemólise em todas as concentrações analisadas. Os demais óleos essenciais não causaram 

hemólise na concentração de 1xCIM e nas sub-CIM. Nas análises do biofilme pré-formado, 

todos os óleos analisados foram capazes de romper o biofilme nas concentrações CIM e supra-



 

 

 

 

CIM, sendo o óleo de coentro o único capaz de romper em uma concentração sub-CIM (1/2x). 

Para o biofilme em formação, o óleo essencial de canela apresentou uma maior inibição na 

concentração 1/2xCIM. Os óleos de canela e coentro foram selecionados para serem 

incorporados em formulações tópicas na consistência de gel. A CIM e a CBM das formulações 

contendo os óleos foram idênticas comparadas quando se utilizou os óleos isolados. Ademais, 

os experimentos de hemólise, biofilme pré-formado e biofilme em formação apresentaram 

resultados semelhantes quando as formulações tópicas foram analisadas, evidenciando a 

capacidade das formulações no rompimento e inibição do biofilme e a não toxicidade em 

eritrócitos humanos. As formulações contendo óleos essenciais de canela e coentro 

apresentaram características bactericidas a partir da análise da curva de crescimento, sendo a 

que continha o óleo essencial de coentro apresentando uma maior taxa de morte. Nas análises 

in vivo com Galleria mellonella, as formulações foram consideradas seguras por não acarretar 

a morte dos indivíduos na concentração CIM. Esses resultados evidenciam a possibilidade do 

uso dos óleos essenciais analisados e suas formulações tópicas como agentes no tratamento a 

infecções causadas por bactérias resistentes, a exemplo do MRSA-USA300. 

 

Palavras-chave: Antibióticos. Óleos essenciais. Formulações tópicas. Multirresistência. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

 

ABSTRACT 

 

RODRIGUES, Fábio Assad Féres, D.Sc., Universidade Federal de Viçosa, January, 2022. 
Evaluation of the antibacterial and antibiofilm activity of essential oils, their topical 
formulations and the synthetic organic compounds on Staphylococcus aureus USA300. 
Adviser: Marisa Alves Nogueira Diaz. Co-advisers: Denise Mara Soares Bazzolli and Mateus 
Ferreira Santana. 

 

The indiscriminate use of antibiotics is directly related to the selection of resistant bacteria. As 

an alternative to fight bacterial infections, new molecules from natural products, such as those 

present in essential oils, have been prospected. These are compounds of the secondary 

metabolism of plants, with some confirmed antibacterial functions. Additionally, they play a 

role in attracting pollinators, allelopathy and protecting against drastic changes in temperature. 

The present study analyzed the antibacterial effect of essential oils on Methicillin-resistant 

Staphylococcus aureus USA300 (MRSA-USA300). This bacterium is responsible for several 

cases of skin and lung infections and can cause sepsis. Previous studies have reported the multi-

resistance of this bacterium to several classes of antibiotics, raising the importance of 

prospecting for new molecules to combat this microorganism. In this context, the objective of 

this work was to evaluate the antibacterial and antibiofilm activity of nineteen essential oils and 

their topical formulations in MRSA-USA300. Initially, nineteen essential oils were analyzed 

for possible antibacterial and antibiofilm activity on MRSA-USA300. Four essential oils 

showed antibacterial activity in the initial screening, namely: cinnamon, coriander, clove and 

tangerine. The gas chromatography results of these oils revealed the main components, with 

terpenes and phenylpropanoids being predominant. Minimum inhibitory concentration (MIC) 

and minimum bactericidal concentration (MBC) analyzes were performed with the four active 

essential oils. The MIC and MBC values were identical for all essential oils, ranging from 10 

mg/mL to 1.25 mg/mL. Coriander essential oil (1.25 mg/mL) and cinnamon (2.5 mg/mL) had 

the lowest MIC and MBC values, being considered the most effective. Additionally, 

cytotoxicity analyzes were performed on human erythrocytes. Tangerine essential oil was the 

only one that caused hemolysis at all analyzed concentrations. The other essential oils did not 

cause hemolysis in the concentration of 1xMIC and in the sub-MIC. In the analysis of the 

preformed biofilm, all analyzed oils were able to break the biofilm at MIC and supra-MIC 

concentrations, with coriander oil being the only one capable of breaking at a sub-MIC 

concentration (1/2x). For the forming biofilm, cinnamon essential oil showed a greater 



 

 

 

 

inhibition at the 1/2xMIC concentration. Cinnamon and coriander oils were selected to be 

incorporated into topical formulations in gel consistency. The MIC and MBC of the 

formulations containing the oils were identical compared when using the isolated oils. 

Furthermore, the hemolysis, preformed biofilm and biofilm in formation experiments showed 

similar results when the topical formulations were analyzed, evidencing the formulations ability 

to disrupt and inhibit the biofilm and the non-toxicity in human erythrocytes. The formulations 

containing essential oils of cinnamon and coriander showed bactericidal characteristics from 

the analysis of the growth curve, and the one that contained the essential oil of coriander had a 

higher death rate. In in vivo analyzes with Galleria mellonella, the formulations were 

considered safe because they did not cause the death of individuals at the MIC concentration. 

These results show the possibility of using the essential oils analyzed and their topical 

formulations as agents in the treatment of infections caused by resistant bacteria, such as 

MRSA-USA300. 

 

Keywords: Antibiotics. Essential oils. Topical formulations. Multidrug resistance. 
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1. INTRODUÇÃO 

Os óleos essenciais são misturas complexas de moléculas pertencentes aos produtos 

naturais. Estes são sintetizados pelo metabolismo secundário de plantas aromáticas e 

responsáveis por funções como atração de polinizadores, defesa contra patógenos e proteção 

contra raios ultravioleta. Sua composição é extremamente variada, possuindo de um a três 

compostos majoritários, sendo a classe dos terpenos e fenilpropanoides as mais comuns. 

Diversos estudos têm comprovado a eficácia da utilização dos óleos essenciais e seus 

componentes contra bactérias. Devido ao grande problema atual da resistência bacteriana aos 

antibióticos comerciais se torna extremamente necessária a prospecção e o desenvolvimento de 

novas moléculas com potencial antimicrobiano e antibiofilme. Neste contexto, os óleos 

essenciais surgem como uma alternativa promissora para o desenvolvimento de moléculas 

isoladas ou em sinergismo com os antibióticos no combate a infecções bacterianas, inclusive 

contra isolados que apresentam resistência.        

 Diversos destes isolados resistentes são da espécie Staphylococcus aureus. Esta bactéria 

é um coco Gram-positivo, capaz de habitar diferentes ambientes. Entretanto, tem causado 

grande preocupação no âmbito clínico por causar diversas doenças, tais como foliculites, 

abscessos cutâneos, pneumonia, endocardite e sepse. Vários isolados apresentam resistência a 

antibióticos, a exemplo dos Meticilina-resistente Staphylococcus aureus (MRSA, em inglês). 

Apesar de inicialmente estes isolados apresentarem apenas resistência contra o antibiótico 

meticilina, hoje muitos já são considerados multiresistentes. Um desses isolados, primeiramente 

relatado nos EUA, é o denominado USA300 (MRSA-USA300). Sendo reconhecido por sua 

capacidade de causar infecções oportunistas, principalmente hospitalares, difíceis de serem 

tratadas. Este isolado apresenta multirresistência a antibióticos, sendo encontrados genes de 

resistência para drogas de variadas classes, a exemplo da tetraciclina, mupirocina, vancomicina 

e gentamicina. 

Neste contexto, com a proposta de desenvolver novos compostos com atividade 

antibacteriana, o objetivo deste trabalho foi avaliar a atividade antimicrobiana e antibiofilme de 

óleos essenciais e suas formulações tópicas em MRSA-USA300. 
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2. REVISÃO DE LITERATURA 

2.1. Produtos naturais 

Os produtos naturais são substâncias orgânicas que possuem variadas bioatividades 

relacionadas com o aumento das vantagens competitivas do seu hospedeiro, como defesa, 

comunicação e reprodução (Hanson, 2003).  

Registros da utilização destes produtos datam de diversas civilizações antigas. Os antigos 

egípcios e babilônicos já utilizavam plantas medicinais para tratar febre, dores e infecções. 

Tratamentos envolvendo produtos naturais advindos da China antiga são utilizados até hoje e 

tem sido uma fonte para o descobrimento de novas moléculas (Kiefer, 1997). 

O final do século XIX ficou marcado como uma nova era no descobrimento e 

desenvolvimento de novas drogas pela companhia Bayer. Em 1874, o ácido salicílico foi 

desenvolvido e amplamente comercializado na forma de cápsulas que tratavam principalmente 

dores em geral (Demain & Zhang, 2005). 

Aproximadamente metade de todas as drogas aprovadas para comercialização, e cerca de 

um terço das vendas de fármacos foi originada de produtos naturais, estas sendo moléculas 

puras, modificadas ou empregadas em sinergismo com outros compostos (Strohl, 2000; Bolzani 

et al., 2012; Newman & Cragg, 2012). O número total de produtos naturais é incerto, sendo a 

sua grande maioria produzida por microrganismos e plantas (Newman & Cragg, 2020). Estudos 

sugerem que há cerca de 250 mil moléculas já isoladas e em estudo contínuo em laboratórios 

pelo mundo, dando início ao descobrimento de novas drogas, utilizando técnicas modernas 

(Newman & Cragg, 2020). 

Levantamentos bibliográficos recentes reforçam o Brasil como sendo o país detentor da 

maior biodiversidade do planeta. Com uma estimativa de 1,8 milhão de espécies presentes no 

território, apenas 350 mil foram catalogadas e uma quantidade ainda menor foi estudada (Joly 

et al., 2011). Neste contexto, o ecossistema amazônico é considerado como o mais biodiverso 

do mundo, com milhares de espécies que podem conter produtos naturais promissores ainda 

não descobertos (Carneiro et al., 2014). 

Dentre os produtos naturais, podemos citar as drogas com atividade antifúngica (El-

Hossaryet al., 2017), anticancerígena (Rayan et al., 2017), cicatrizante (Ibrahim et al., 2018), 

antiviral (Batista et al., 2019), antiemético (Sulaeman et al, 2018), ansiolítico (Sales et al, 2020) 

e inseticidas (Haddi et al, 2020). 
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2.2. Óleos essenciais 

Os óleos essenciais são misturas complexas de moléculas, com características 

majoritariamente hidrofóbicas, que podem desempenhar funções como atração de 

polinizadores, proteção contra patógenos e mudanças drásticas na temperatura (Krishna et al., 

2000; Retta et al., 2012). Estes óleos são extraídos por hidrodestilação e destilação por arraste 

de vapor, sendo utilizadas diversas partes das plantas, a exemplo de flores, folhas, caules, raízes 

e frutas (Wang & Weller, 2006). Dentre as espécies de plantas conhecidas, 10 % contêm óleos 

essenciais, estas sendo classificadas como plantas aromáticas (Svoboda & Greenaway, 2003). 

Com um total de 3 mil óleos essenciais conhecidos, aproximadamente 150 são comercializados 

a nível global (Barbieri & Borsotto, 2018). 

Com um grande mercado em rápida expansão, em 2020, os óleos essenciais 

movimentaram cerca de 10 bilhões de dólares, chegando a uma produção recorde de 370 mil 

toneladas na qual 70 % deste montante foi consumido pelos Estados Unidos e Europa 

(Sharmeen, 2021).  

Os óleos essenciais possuem a característica “GRAS” (Geralmente reconhecidos como 

seguros, em inglês). Após anos de pesquisa e por fazerem parte da dieta de humanos, órgãos 

reguladores de diferentes países concederam esse título de segurança aos óleos essenciais 

(Manion & Widder, 2017). São utilizados principalmente na aromaterapia, em que empresas 

desenvolvem blends de óleos para gerar diferentes aromas. Incorporados em formulações 

farmacêuticas para que, além do aroma característico, possam desempenhar as bioatividades 

relatadas (Calo et al, 2015). Além disso, são utilizados para preservar alimentos, principalmente 

em sistemas pós-colheita. Estudos observaram que pela diminuição do pH e o aumento da 

concentração de sal, alguns óleos essenciais aumentam a sua capacidade de proteger alimentos 

contra a decomposição por microrganismos (Friedly et al, 2009). 

A extração dos óleos essenciais tem se mostrado complexa devido à alta variabilidade 

dos seus componentes dependendo de fatores externos nos quais os organismos estão expostos. 

Fatores como estações do ano, horário de coleta das partes do vegetal, umidade, predadores, 

dentre outros, afetam de modo quantitativo e qualitativo os componentes dos óleos (Dhifi et al., 

2016). Essas variações de composição podem ser analisadas e caracterizadas por cromatografia 

gasosa acoplada a espectrômetro de massa (GC-MS, em inglês), utilizando bancos de dados de 

moléculas previamente caracterizadas (Bakkali et al, 2008). 

Os óleos essenciais são misturas de componentes, e dentre as diversas classes de 

moléculas, a classe dos terpenos e fenilpropanoides estão majoritariamente presentes (Silva et 
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al., 2003; Bakkali et al., 2008). Os terpenos são uma classe de moléculas derivadas da via do 

mevalonato. São classificados de acordo com o número de unidades de isopreno (C5H8) 

presentes na estrutura. Os monoterpenos, com duas unidades, e os sesquiterpenos, com três 

unidades são majoritários nos óleos essenciais (Bilia et al., 2014). Terpenos menores (que 

contém uma, duas ou três unidades de isopreno) são altamente voláteis, conferindo essa 

característica para os principais óleos essenciais (Hamm et al., 2005). Adicionalmente, os 

fenilpropanoides são moléculas derivadas do aminoácido fenilalanina, posteriormente 

convertido ao ácido cinâmico e, através deste, produzindo outros componentes da classe dos 

fenilpropanoides (Hahlbrock et al., 1989). 

Neste contexto, as moléculas que apresentam funções orgânicas fenólicas e as com alta 

hidrofobicidade possuem característica de serem antibacterianas (Lu et al., 2018). Diversas vias 

de ação dos óleos essenciais contra as bactérias já foram descritas, a exemplo do rompimento 

da parede de peptideoglicano (LeBel et al., 2019), interagir e deformar proteínas da divisão 

celular (Domadia et al., 2007), alterar a morfologia (Hafedh et al., 2009) e a fisiologia da 

bactéria (Di Pasqua et al., 2013).  

A bioatividade dos óleos essenciais, na maioria das vezes, está relacionada com o 

sinergismo desempenhado pela variedade de moléculas presentes nestes. 

2.3. Sinergismo 

Quando duas ou mais moléculas ou misturas são utilizadas simultaneamente e estas 

apresentam um resultado mais eficaz quando comparada com utilização individual das mesmas, 

é dado o nome de sinergismo (Tallarida, 2011). Essas moléculas em união podem aumentar a 

resposta celular para determinada via ou mecanismo de ação, enquanto a quantidade necessária 

dessas moléculas em conjunto pode ser menor do que se fossem utilizadas isoladamente 

(Tallarida & Raffa, 2010). Um dos principais medicamentos que contém drogas com 

característica sinérgica é o coquetel contra o vírus da imunodeficiência humana (HIV) (Hurwitz 

et al., 2008). O efeito sinérgico entre moléculas pode ocorrer de duas formas distintas. A 

primeira delas, e mais descrita na literatura, é através da interação das moléculas na mesma via 

ou em diferentes vias de ação, aumentando o efeito em comparação com apenas uma das 

moléculas sem estar em união (Yang et al., 2014). A segunda maneira é a produção de uma ou 

mais moléculas novas devido à interação das moléculas utilizadas para compor a mistura 

sinérgica (Lau et al., 2012). 
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Atualmente há três principais metodologias para se analisar o sinergismo entre moléculas: 

Checkerboard, isobolograma e a curva de morte celular, sendo o primeiro mais utilizado devido 

à sua praticidade, baixo custo e eficácia (Mackay et al., 2000). 

A atividade sinérgica entre óleos essenciais e entre óleos e antibióticos é amplamente 

relatada em diversas espécies bacterianas (Duarte et al., 2012; Guerra et al., 2012). Essa 

atividade muitas vezes ocorre devido a diferenças na interação dos componentes dos óleos 

essenciais e dos antibióticos na célula bacteriana (Palaniappan & Holley, 2010). Constituintes 

dos óleos essenciais como o carvacrol e o timol interagem com lipídeos da membrana externa 

de bactérias, causando a sua desintegração. Esse processo auxilia na entrada de compostos que 

agem no citoplasma, interagindo com proteínas ou afetando vias essenciais para a sobrevivência 

celular (Pei et al., 2009). 

Portanto, o estudo da união entre duas ou mais moléculas com efeito sinérgico é uma das 

principais estratégias para o desenvolvimento de novas formulações com efeito antibacteriano, 

em especial contra as bactérias que apresentam resistência a antibióticos. 

2.4. Resistência bacteriana 

Desde a descoberta da penicilina, em 1928, diversos antibióticos foram desenvolvidos 

para o tratamento contra espécies bacterianas (Fleming, 1929; WHO, 2012). Estima-se que 

apenas 20 % dos antibióticos são utilizados em hospitais e com acompanhamento médico. O 

restante é adquirido sem a prescrição médica, ou a de outro profissional de saúde (Machowska 

& Stålsby-Lundborg, 2019). Apesar da alta efetividade no tratamento, a utilização 

descontrolada dos antibióticos é um dos fatores na seleção de populações de bactérias 

resistentes (Palumbi, 2001). Relatos de 1940 descrevem a primeira bactéria resistente à 

penicilina, antibiótico amplamente utilizado para o tratamento das infecções na primeira metade 

do século XX (Abraham & Chain, 1940). Posteriormente, diversas espécies bacterianas 

contendo marcas de resistência ou multirresistência aos antibióticos foram descobertas 

(Livermore, 2002; Reinthaler et al., 2003; Moran et al., 2006; Hageman et al., 2008; McDougal 

et al., 2010). Essa multirresistência gera um alerta com o objetivo de desenvolver novos agentes 

antimicrobianos (WHO, 2018). Recentemente, organizações internacionais estão adotando o 

conceito de “Saúde Única” (One Health, em inglês) para tomar decisões e lançar diretrizes em 

questões relacionadas à saúde humana  (Gibbs, 2014). Este conceito integra a saúde de 

populações humanas com a de animais, meio ambiente e agricultura (Hinchliffe, 2015). Um 

dos principais conceitos e objetivos da One Health é evitar o aparecimento, disseminação e 
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resistência de agentes etiológicos capazes de causar zoonoses, a exemplo das bactérias 

resistentes (Lammie & Hughes, 2016). 

Entretanto, apesar dos apelos das instituições internacionais, das 18 grandes companhias 

farmacêuticas do mundo, 15 abandonaram o desenvolvimento de novos antibióticos (Bartlett et 

al., 2013). Alguns motivos se devem a alta regulação do mercado, à preferência por tratamento 

de doenças crônicas e ao curto tempo de efetividade do antibiótico, tendo em vista a rápida 

seleção de bactérias resistentes (Piddock, 2012; Wright, 2014). Todos esses fatores reduzem os 

antimicrobianos aprovados por agências reguladoras, sendo que em 2014 apenas quatro novas 

drogas foram aprovadas e a quantidade vem se estabilizando ou caindo anualmente (CDC, 

2013; Mullard, 2015). 

Diversos isolados bacterianos possuem diferentes formas de inativar o efeito do agente 

antibacteriano. A exemplo da produção da enzima β-lactamase que rompe permanentemente o 

núcleo β-lactâmico de antibióticos desta classe, causando a sua inativação (Probst-Kepper & 

Geginat, 2018). Pela diminuição na velocidade de entrada do agente antimicrobiano devido a 

barreiras, como exemplo, a maior espessura da parede celular ou da cápsula (Sarkar et al, 2017). 

Alteração do sítio ativo dos alvos dos antibacterianos, como principal exemplo a alteração das 

proteínas-ligadoras de penicilina (PBP, em inglês) (Lim & Strynadka, 2002). Expulsão do 

agente antibacteriano do espaço citoplasmático através de mecanismos como as “bombas de 

efluxo” (Ghotaslou et al., 2018). Além destes mecanismos, a resistência bacteriana pode estar 

relacionada com a formação de agregados celulares, denominados de biofilmes. 

2.5. Biofilme bacteriano 

Algumas células bacterianas possuem a característica de ter vida livre, não aglomerando 

com outras células. Entretanto, a grande maioria das bactérias é capaz de formar agregados. 

Estes agregados celulares são denominados biofilme, e podem se aderir nas mais diferentes 

superfícies bióticas e abióticas (Archibald & Gaynes, 1997; Trentin et al, 2013). A união destas 

células é possível devido à matriz de substâncias extracelulares poliméricas (EPS, em inglês). 

A EPS é composta principalmente por água (95 %) e polissacarídeos aglutinantes das células, 

sendo o exterior do biofilme a área mais espessa (Hall-Stoodley et al., 2006). Além de água e 

polissacarídeos, a EPS contém proteínas, DNA, sais minerais e outras moléculas provenientes 

do meio externo e que realizam papel fundamental na comunicação das células no interior do 

biofilme (Donlan & Costerton, 2002). 
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Para bactérias que possuem a capacidade de formar biofilme, estas passam por cinco 

estágios distintos para a aglutinação celular e a produção da EPS. Primeiramente, células em 

estado de vida livre aderem-se a uma superfície biótica ou abiótica por meio de proteínas 

adesinas. Posteriormente, com a multiplicação celular, estas começam a produzir os elementos 

da EPS, tais como proteínas e polissacarídeos. Os estágios posteriores estão relacionados com 

o crescimento e a maturação do biofilme, levando em consideração a superfície na qual ele está 

aderido e quais as características do meio externo. Por fim, no último estágio, células de vida 

livre são liberadas da matriz EPS, possuindo a capacidade de formar biofilme em outra 

superfície (Sauer et al., 2002). Biofilmes bacterianos desempenham um papel fundamental no 

ciclo de vida de diversas espécies na qual este está presente. Como exemplo, a interação de 

raízes de plantas com bactérias fixadoras de nitrogênio é uma simbiose fundamental na qual o 

biofilme bacteriano é de extrema importância (Burns & Hardy, 2012). Além disso, plantas que 

estão presentes em ambientes com uma alta concentração de nutrientes, necessitam da simbiose 

com bactérias presentes em biofilmes nas suas raízes para absorver e disponibilizar estes 

nutrientes (Danhom & Fuqua, 2007). Apesar de diversas vantagens competitivas na interação 

de hospedeiros com o biofilme bacteriano, este pode estar relacionado com diversas patologias. 

Como exemplo, células envoltas por biofilme tem causado intensos problemas na saúde 

pública, visto que este é essencial na persistência das infecções (Li et al., 2008). Estima-se que 

80 % das infecções bacterianas são causadas por bactérias na forma de biofilme em tecidos do 

hopedeiro, sendo esses encontrados majoritariamente em órgãos mais vascularizados, como o 

pulmão e o fígado (Shi & Zhu, 2009). Devido à espessa matriz extracelular que envolve o 

biofilme, as drogas antibacterianas possuem uma dificuldade na faixa de 100 a 1,000 vezes a 

mais para atingir as células internas, quando relacionadas com células de vida livre (Mah & 

O’Toole, 2001; Stoodley et al., 2002). Diversas indústrias, como a alimentícia e a farmacêutica, 

tem focado no desenvolvimento de moléculas ou agentes desinfectantes para evitar a formação 

do biofilme. Esta seria uma estratégia mais viável no ponto de vista econômico e sanitário 

quando comparado em romper um biofilme já estabelecido (Simões et al., 2011). Uma espécie 

bacteriana que apresenta uma intensa formação de biofilme é o Staphylococcus aureus 

(Stepanović et al., 2007). Esta bactéria está presente nos mais variados ambientes. Entretanto, 

tem-se tornado um grande problema para a saúde pública devido à sua alta taxa de infecção e 

resistência a antibióticos (CDC, 2019). 
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2.6. Staphylococcus aureus 

O S. aureus é uma bactéria Gram-positiva, com o formato de cocos e arranjo de 

estafilococos. A maior parte dos isolados possuem uma coloração amarelada brilhante, 

remetendo a coloração dourada, advindo com isso o nome “aureus” (Rasigade & Vandenesch, 

2014). Estão presentes nos mais variados ambientes, seja em cascas de árvores, espelhos 

d’agua, dejetos de animais, dentre outros locais. Entretanto, 80 % de todos os isolados de S. 

aureus encontrados estão presentes no corpo de animais homeotérmicos, em especial o ser 

humano (Lowy, 1998). Neste contexto, o primeiro isolado foi identificado nos anos 1880, em 

um abscesso purulento de um paciente hospitalizado (Newsom, 2008). 

Diversos isolados causado graves problemas de saúde pública, principalmente pela sua 

presença em ambientes hospitalares e por causar infecções oportunistas (Keynan & Rubinstein, 

2013). As principais doenças relatadas são as infecções de pele e ferimentos, osteomielite, 

artrites, pneumonia e sepse (Frank et al., 2010; Nadimpalli et al., 2018). Ademais, estas 

infecções possuem um grau mais complexo no tratamento devido ao intenso biofilme em que 

diversos isolados possuem a capacidade de produzir (Conlon, 2014). 

Diversos fatores de virulência foram relatados para as diferentes doenças e órgãos que 

essa bactéria pode infectar. Como exemplo da endocardite, proteínas como as de adesão ao 

fibrinogênio, fator de aglomeração e os ácidos teicoicos presentes na parede celular, são de 

extrema importância para a infecção (DeLeo et al., 2009). O choque anafilático e a sepse estão 

diretamente relacionados com os “superantígenos”. Estes são conhecidos por TSST (Toxic 

shock syndrome toxin) e são moléculas liberadas por S. aureus virulentos, causando a lise de 

células ao redor para que nutrientes sejam liberados e estejam disponíveis para o crescimento 

bacteriano (Salgado-Pabón et al., 2013). 

A pneumonia causada por S. aureus é uma das doenças mais preocupantes, do ponto de 

vista médico, por ter uma alta dificuldade no tratamento e por atingir um órgão extremamente 

vascularizado, aumentando as chances de ocorrer uma sepse (Musser, 1990). Um dos principais 

fatores de virulência da pneumonia bacteriana é a liberação da leucocidina Panton-Valentine 

(PVL, em inglês). Esta toxina é codificada por dois genes, e sua liberação está associada à 

formação de poros na membrana plasmática de leucócitos causando a lise celular (Le & Otto, 

2015). A pneumonia causada por S. aureus gera ainda uma preocupação clínica no contexto em 

que a maioria dos isolados patogênicos possuem um grau de resistência a antibióticos. 
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2.7. Meticilina-resistente Staphylococcus aureus (MRSA, em inglês)  

Dentre as várias espécies que apresentam resistência a antibióticos, destaca-se o MRSA, 

sendo responsável por aproximadamente 120 mil infecções por ano, sendo 20 mil casos fatais, 

apenas nos EUA (Kourtis et al., 2019). O antibiótico meticilina pertence ao grupo das 

penicilinas (β-lactâmicos), sendo inicialmente introduzido em 1959 para o tratamento de 

bactérias resistentes à penicilina. Os antibióticos β-lactâmicos são um grupo de antibióticos 

contendo em seu núcleo estrutural o anel β-lactâmico. Essa classe de moléculas que, além das 

penicilinas, envolve as cefalosporinas, carbapenemos e as monobactamas, é responsável por 

movimentar 65 % do mercado global dos antibióticos (Thakuria & Lahon, 2013). Os 

antibióticos β-lactâmicos inibem a última etapa na síntese de peptídeoglicano ao se ligar às 

PBPs. Essa ligação interrompe o processo final de transpeptidização, inviabilizando a formação 

da parede celular, causando a lise da célula bacteriana (Eckburg et al, 2019). A meticilina foi 

amplamente utilizada no início da década de 1960 para o tratamento das mais variadas infecções 

bacterianas. Entretanto, em 1961, populações de MRSA foram descobertas no Reino Unido 

(Jevons, 1961). Posteriormente, diversos países relataram o isolamento de populações de 

MRSA, principalmente em ambiente hospitalar (Hussain et al., 2000).  

A resistência à meticilina é devida à alteração estrutural das PBPs conferindo menor 

interação com os antibióticos β-lactâmicos, dando continuidade ao processo de síntese da 

parede celular e viabilizando a sobrevivência da célula (Lim & Strynadka, 2002). A alteração 

das PBPs está relacionada com o gene mec, presente na região SCCmec (Staphylococcal 

chromosomal cassette mec) no cromossomo bacteriano dos isolados resistentes (CDC, 2003). 

Este gene codifica a proteína modificada PBP-2a, na qual possui uma baixa afinidade com os 

antibióticos β-lactâmicos (Rasigade & Vandenesch, 2014). Portanto, essa proteína auxilia na 

produção de peptideoglicano na parede celular, mesmo na presença de diferentes antibióticos 

β-lactâmicos. 

Os isolados de MRSA causam infecções principalmente na pele (lesões necróticas), nos 

pulmões (pneumonia hemorrágica) e, ao atingir a corrente sanguínea, são capazes de causar 

sepse (Vandenesch et al., 2003). Um desses isolados é o MRSA-USA300, primeiramente 

relatado no ano 2000, como o agente etiológico em infecções de jogadores de futebol na 

Pensilvânia, EUA (CDC, 2003a). Após este primeiro relato, diversos estados dos EUA 

investigaram surtos de infecção causada por esse isolado (CDC, 2003a; CDC 2003b). No 

mesmo ano, 59 pessoas em uma prisão no Mississippi, EUA, apresentaram lesões na pele 

causadas pelo MRSA-USA300 (CDC, 2003b). 
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O MRSA-USA300 faz parte de um grupo filogenético contendo onze isolados “USA” 

(USA100-USA1100), sendo inicialmente descritos apenas nos EUA (McDougal et al., 2003). 

Posteriormente, pesquisadores de diversos países relataram a presença do isolado MRSA-

USA300 em pacientes hospitalizados por infecção, sendo a maioria regressando de férias dos 

EUA (Arias et al., 2008; Gottlieb et al., 2008; Witte et al., 2008). Essa alta taxa de infecção 

pode ser explicada, em parte, pelas diferentes maneiras em que essa bactéria é transmitida entre 

indivíduos. Como exemplo, através de relações sexuais (Diep et al., 2008), contato com a pele 

(King et al., 2006), superfícies contaminadas (Desai et al., 2011) e, a mais comum, através de 

secreção nasal (Bootsma el al., 2010). Apesar de, inicialmente, isolados de MRSA-USA300 

apresentarem apenas resistência à meticilina, nos últimos cinco anos, diversos relatos 

apesentaram populações resistentes a diferentes antibióticos. Como exemplo, resistência à 

tetraciclina (Tenover et al., 2006), mupirocina (Diep et al., 2008), fluoroquinolonas (Moran et 

al., 2006), vancomicina (Hageman et al., 2008) e gentamicina (McDougal et al., 2010). Nesse 

contexto, há a necessidade da prospecção e desenvolvimento de novas moléculas orgânicas com 

potencial antibacteriano. 
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3. OBJETIVOS 

3.1. Objetivo geral 

Avaliar a atividade antibacteriana e antibiofilme de dezenove óleos essenciais e de suas 

formulações tópicas em MRSA-USA300. 

3.2. Objetivos específicos 

• Avaliar o screening para a atividade antibacteriana de dezenove óleos essenciais, na 

concentração de 10 mg/mL, em MRSA-USA300; 

• Determinar a concentração inibitória mínima (CIM), a concentração bactericida mínima 

(CBM) e a atividade antibiofilme dos óleos essenciais ativos; 

• Analisar por cromatografia gasosa os óleos essenciais ativos; 

• Determinar o percentual de hemólise em eritrócitos humanos dos óleos essenciais 

ativos; 

• Determinar a concentração inibitória mínima (CIM), a concentração bactericida mínima 

(CBM), a atividade antibiofilme, o percentual de hemólise em eritrócitos humanos e a 

cinética de crescimento bacteriano na presença de formulações tópicas contendo óleos 

essenciais ativos; 

• Determinar a toxicidade das formulações tópicas no modelo Galleria mellonella; 

• Desenvolver formulações tópicas contendo os óleos essenciais que apresentarem melhor 

atividade de acordo com análises anteriores. 
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4. MATERIAL E MÉTODOS 

4.1. Óleos essenciais, microrganismo utilizado e condições de cultivo 

Dezenove óleos essenciais foram extraídos por hidrodestilação e diluídos em Tween 80 

(Polissorbato 80) na concentração estoque de 100 mg/mL. As informações acerca dos óleos 

essenciais utilizados estão descritos na Tabela 1. O isolado de MRSA-USA300 foi adquirido 

da coleção do Laboratório de Genética Molecular de Bactérias, Departamento de 

Microbiologia, Universidade Federal de Viçosa, Viçosa, Minas Gerais, Brasil. Este foi 

cultivado em meio Mueller-Hinton (MH) sob agitação de 180 rpm e 37 ºC, até a D.O.570nm de 

0,5, equivalente a uma população de 1 x 108 UFC/mL 

Tabela 1 - Espécies vegetais das quais os óleos essenciais utilizados no estudo foram extraídos. 

Nome científico Nome comum 

Rosmarinus officinalis 

Cinnamomum zeylanicum 

Alecrim1 
Canela¹ 

Coriandrum sativum Coentro¹ 
Myristica fragrans Noz-moscada¹ 
Citrus sinensis Laranja-doce¹ 
Origanum majorana Manjerona¹ 
Mentha spicata Hortelã-do-campo¹ 
Laurus nobilis Louro¹ 
Citrus limonum Limão¹ 
Eucalyptus citriodora Eucalipto³ 
Zingiber officinale Gengibre² 
Thymus vulgaris Tomilho² 
Citrus aurantifolia Lima-comum³ 
Melaleuca alternifolia Melaleuca³ 
Citrus reticulata 

Eugenia caryophyllata 

Murraya koeniggi 

Coffea arabica 

Mentha piperita 

Tangerina³ 
Cravo³ 
Curry1 
Café1 

Hortelã-pimenta2 
1- Adquirido da Laszlo Aromaterapia e Aromatologia, Brasil (http://www.emporiolaszlo.com.br/); 
2 - Adquirido da Ferquima Indústria e Comércio de Óleos Essenciais, Brasil (http://www.ferquima.com.br/novo/index.htm); 

3 - Adquirido do Laboratório de Síntese de Agroquímicos da Universidade Federal de Viçosa, Brasil. 
 
Fonte: Rodrigues, 2022, p. 33 
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4.2. Screening dos óleos essenciais 

Inicialmente, para avaliar a atividade antibacteriana contra o MRSA-USA300, soluções 

dos óleos essenciais, diluídos em Tween 80, foram novamente diluídas para concentrações de 

10 mg/mL, utilizando meio MH. Em seguida, 100 μL das soluções de 10 mg/mL  dos dezenove 

óleos essenciais foram adicionados em poços de uma microplaca contendo 96-poços. 

Posteriormente, 100 μL de inóculo bacteriano diluído à população de 1 x 106 UFC/mL, foram 

adicionados em cada poço. A microplaca foi, então, incubada durante 24 horas a 37 ºC. Para a 

avaliação dos resultados, 50 μL de resazurina (0,01 % m/v) foram adicionados em cada poço 

sendo a placa novamente incubada durante 2 horas a 37 ºC, e posteriormente observada à 

coloração (Elshikh et al., 2016). Os óleos essenciais que apresentaram atividade na 

concentração analisada foram selecionados para o prosseguimento do estudo. O antibiótico 

ampicilina, em sua concentração inibitória mínima (64 μg/mL) foi utilizado como controle 

positivo e, como controle negativo, foi utilizado uma solução de meio MH contendo Tween 80 

(5 % m/v). Os testes foram realizados em triplicata biológica. 

4.3. Cromatografia gasosa dos óleos essenciais 

Os óleos essenciais que apresentaram atividade antibacteriana foram analisados em 

aparelho CG-EM SHIMADZU GCMS-QP5050A em metodologia proposta por Nascimento e 

colaboradores (2017). Os componentes dos óleos essenciais foram identificados pelos bancos 

de dados das livrarias do National Institute of Standards and Technology (NIST) e Wiley 7. 

4.4. Concentração inibitória mínima (CIM) dos óleos essenciais com atividade 
antibacteriana 

A análise da CIM foi realizada de acordo com Elshikh e colaboradores (2016), com 

modificações e está de acordo com os manuais do Comitê Brasileiro de Testes de 

Susceptibilidade a Antimicrobianos (BrCAST, 2018). Em uma microplaca de 96-poços, 100 

μL de meio MH foram adicionados em cada poço. Posteriormente, foram diluídas as soluções 

contendo os óleos essenciais com meio MH. Cada poço inicial do teste recebeu 100 μL dessa 

solução, sendo a primeira concentração de 10 mg/mL. Após a homogeneização, foram 

realizadas as diluições seriadas. Onze concentrações dos óleos essenciais foram analisadas (10 

mg/mL – 0,009 mg/mL). Após as diluições, 100 μL de inóculo bacteriano a 1 x 106 UFC/mL 

foram adicionados em cada poço. A microplaca foi, então, incubada durante 24 horas a 37 ºC. 

Para a avaliação dos resultados, 50 μL de resazurina (0,01 % m/v) foram adicionados em cada 
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poço, e a placa novamente incubada durante 2 horas a 37 ºC, e findamente observada à 

coloração. O valor da CIM foi considerado como a menor diluição do óleo essencial em que 

não houve a mudança na coloração azul nos poços (Sarker et al., 2007). Para controle positivo 

foi utilizado a CIM do antibiótico ampicilina (64 μg/mL), e para o controle negativo foi 

utilizado meio MH com Tween 80 (5 % m/v). A Figura 1 apresenta uma microplaca na qual foi 

realizado um experimento de CIM. Os testes foram realizados em triplicata biológica. 

 

Figura 1 - Análise da viabilidade celular utilizando óleos essenciais em microplaca. Controle 
positivo (ampicilina). – : Controle negativo. M: Controle de meio contendo meio 
MH. 

 

 

 

 

 

 

Fonte: Rodrigues, 2022, p. 35 

4.5. Concentração bactericida mínima (CBM) dos óleos essenciais com atividade 
antibacteriana 

A CBM dos óleos essenciais foi determinada de acordo com Mah (2014), com 

modificações. Em uma microplaca contendo 96-poços, foram adicionados 100 μL de meio MH, 

juntamente com 100 μL de uma solução a 10 mg/mL de cada um dos óleos essenciais e, 

posteriormente, realizadas 11 diluições seriadas (10 mg/mL – 0,009 mg/mL). Em seguida, 

foram adicionados 100 μL de inóculo bacteriano a 1 x 106 UFC/mL por poço e a placa incubada 

durante 24 horas, a 37 ºC. A partir dos valores de CIM, um volume de 1,5 μL foram inoculados 

em placa de Petri contendo meio MH-ágar. As seguintes concentrações: 4xCIM, 2xCIM, 

1xCIM, 1/2xCIM foram plaqueadas e a placa de Petri, contendo os inóculos, foi incubada 

durante 18 horas a 37 ºC. A CBM foi considerada como a menor concentração em que não 

houve crescimento bacteriano nos inóculos transferidos para a placa de Petri. Os experimentos 

foram realizados em triplicata biológica. Para controle positivo foi utilizado o antibiótico 

ampicilina em sua CIM, e para o controle negativo foi utilizado meio MH com Tween 80 (5 % 
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m/v). A Figura 2 apresenta uma placa de Petri na qual foi realizado um experimento de CBM. 

Os testes foram realizados em triplicata biológica. 

 

Figura 2 -  Ensaio de CBM utilizando quatro concentrações (4xCIM a 1/2xCIM). Cada quadrante 
da placa de Petri recebeu um tratamento com um óleo essencial diferente. Ctrl+: 
Controle positivo. Ctrl-: Controle negativo. 

 

 

 

 

 

 

 
Fonte: Rodrigues, 2022, p. 36 

4.6. Avaliação da atividade antibiofilme dos óleos essenciais frente ao biofilme pré-
formado 

Inicialmente, o isolado MRSA-USA300 foi classificado de acordo com a sua capacidade 

de formar biofilme de acordo com Stepanović e colaboradores (2007). Um exemplo de placa 

contendo o biofilme formado está presente na Figura 3. Para isso, 100 μL de meio MH foram 

adicionados em cada poço de uma microplaca 96-poços. Posteriormente, 100 μL da bactéria na 

população de 1 x 106 UFC/mL foram inoculados nos poços e incubadas em estufa a 37 ºC 

durante 24 horas. O meio foi então retirado e 200 μL de cristal violeta 0,1 % m/v foram 

adicionados. A placa foi incubada a temperatura ambiente durante 30 minutos, o cristal violeta 

retirado cuidadosamente, e os poços lavados duas vezes com água destilada. Posteriormente, 

250 μL de ácido acético 33 % v/v foram adicionados em cada poço durante 10 minutos. Ao 

final, 150 μL dessa solução presentes em cada poço foram transferidos para uma nova 

microplaca e as leituras de absorbância realizadas com D.O.570nm. Meio MH com Tween 80 (5 

% m/v) foi utilizado como controle negativo.  

A análise da atividade dos óleos essenciais no biofilme pré-formado foi realizada de 

acordo com Klein e colaboradores (2015), com modificações. Para isso, o isolado foi inoculado 

em microplacas de 96-poços como descrito anteriormente. Posteriormente, o sobrenadante foi 
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retirado lentamente e 200 μL de solução contendo meio MH com os óleos essenciais foram 

adicionados nas seguintes concentrações: 4xCIM, 2xCIM, 1xCIM, 1/2xCIM, 1/4xCIM, 

1/8xCIM. A microplaca foi então incubada por 6 horas a 37 ºC e, ao final desse período, o 

sobrenadante foi retirado cuidadosamente e os poços lavados duas vezes com água destilada. A 

coloração com cristal violeta e a leitura de absorbância ocorreram como descritos previamente. 

Os experimentos foram feitos em triplicata biológica, sendo o resultado final a média dessas 

repetições. Os dados foram submetidos à análise de variância (ANOVA). Os tratamentos foram 

comparados com o controle pelo teste de Dunnett (P ≤ 0.05) e entre eles pelo teste de Tukey (P 

≤ 0.05). A Figura 4 apresenta uma microplaca de 96-poços na qual foi realizado um experimento 

de biofilme pré-formado. 

 

Figura 3 - Placa de biofilme pré-formado do isolado MRSA-USA300, utilizando cristal violeta. 

 

 

 

 

 

 

Fonte: Rodrigues, 2022, p. 37 
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 Figura 4 - Placa de biofilme pré-formado, utilizando as concentrações relacionadas à     CIM 
como tratamentos. C+ - Controle positivo. C- - Controle negativo. 

 

 

 

 

 

Fonte: Rodrigues, 2022, p. 38 
 

4.7. Avaliação da atividade antibiofilme dos óleos essenciais frente ao biofilme em 
formação 

A análise da atividade dos óleos essenciais no biofilme em formação foi realizada de 

acordo com O'Toole (2011), com modificações. Os óleos essenciais que apresentaram atividade 

antibacteriana nos ensaios de CIM foram selecionados para as análises de avaliação de atividade 

antibiofilme. A partir dos valores de CIM, foram utilizadas as seguintes concentrações: 4xCIM, 

2xCIM, 1xCIM, 1/2xCIM, 1/4xCIM e 1/8xCIM. Para isso, 100 μL de meio MH foram 

adicionados em cada poço de uma microplaca 96-poços. Os óleos essenciais foram diluídos em 

meio MH a fim de gerar a solução com a concentração desejada. 100 μL dessa solução foram 

acrescentados nos poços e as diluições seriadas realizadas, atingindo os valores propostos para 

o teste. Por fim, 100 μL da bactéria na população de 1 x 106 UFC/mL foram adicionados em 

cada poço e a microplaca incubada durante 24 horas a 37 ºC. Após esse período, o meio foi 

retirado cuidadosamente, e os poços foram lavados duas vezes com água destilada. 

Posteriormente, 200 μL de cristal violeta 0,1 % m/v foram adicionados em cada poço, e a placa 

incubada a temperatura ambiente por 30 minutos. Após esse período, o cristal violeta foi 

retirado e a placa novamente lavada com água destilada com o objetivo de retirar o excesso do 

corante. Para a quantificação do biofilme, 250 μL de ácido acético 33 % v/v foram adicionados 

em cada poço. Após 10 minutos em contato com o cristal violeta do biofilme, 150 μL da solução 

foram transferidos para uma nova microplaca de 96 poços. As leituras de absorbância ocorreram 

em D.O.570nm. MH com Tween 80 (5 % m/v) foi utilizado como controle negativo. Os testes 

foram realizados em triplicata biológica, e o resultado final foi a média das repetições. Os dados 

foram submetidos a análise de variância (ANOVA). Os tratamentos foram comparados com o 
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controle pelo teste de Dunnett (P ≤ 0.05) e entre eles pelo teste de Tukey (P ≤ 0.05). A Figura 

5 apresenta uma microplaca de 96-poços na qual foi realizado um experimento da avaliação da 

atividade antibiofilme em formação. 

 

Figura 5 - Placa de biofilme em formação, utilizando as concentrações relacionadas à CIM 
como tratamentos. C+: Controle positivo. C-: Controle negativo. 

 

 

 

 

 

 

Fonte: Rodrigues, 2022, p. 39 

 

4.8. Citotoxicidade dos óleos essenciais em eritrócitos humanos 

As análises de citotoxicidade em eritrócitos humanos foram realizadas de acordo com 

Nacif-Marçal e colaboradores (2015), com modificações, sendo utilizados eritrócitos de um 

doador voluntário saudável, com tipo sanguíneo A+. Para isso, 4 mL de sangue humano foram 

retirados à vácuo em um tubo contendo anticoagulante. O tubo foi centrifugado a 2.500 rpm 

durante 10 minutos, o plasma retirado e as hemácias lavadas com 4 mL de tampão fosfato-

salino (PBS). Este procedimento foi repetido quatro vezes com o objetivo de retirar células 

brancas, plaquetas e proteínas do sistema complemento. Inicialmente, 100 μL de PBS foram 

adicionados em uma microplaca de 96-poços. Posteriormente, foram plaqueados 100 μL de 

solução dos óleos essenciais em PBS e realizada as diluições seriadas com as seguintes 

concentrações: 16xCIM – 1/8xCIM. Na sequência, foram adicionados em cada poço, 100 μL 

de uma suspensão de eritrócitos a 2 % em PBS. As microplacas foram incubadas durante 45 

minutos a 37 ºC e 5 % de CO2. Após esse período, 100 μL da suspensão foram transferidas para 

outra placa e a absorbância dos poços foi analisada em espectrofotômetro em D.O.540nm. Um 

controle contendo apenas as concentrações dos óleos, sem as hemácias, foi preparado para 

realizar a subtração das absorbâncias, devido à turbidez dos óleos. Como controle negativo, foi 
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utilizada uma suspensão de eritrócitos com solução de PBS. Como controle positivo, foi 

utilizada uma solução 1 % v/v de Triton X-100. Os dados foram submetidos a análise de 

variância (ANOVA). Os tratamentos foram comparados com o controle negativo pelo teste de 

Dunnett (P ≤ 0.05) e entre eles pelo teste de Tukey (P ≤ 0.05). Os testes foram realizados em 

triplicata biológica. 

4.9. CIM de antibióticos comerciais 

O protocolo utilizado foi o descrito por Elshikh e colaboradores (2016), com 

modificações e está de acordo com os manuais do Comitê Brasileiro de Testes de 

Susceptibilidade a Antimicrobianos (BrCAST, 2018). Para a análise da CIM, foram utilizados 

os seguintes antibióticos: tetraciclina e ampicilina (Figura 6). Inicialmente, foram preparadas 

soluções estoque contendo os antibióticos e dimetilsulfóxido (DMSO). Em uma microplaca de 

96-poços, 100 μL de meio MH foram adicionados em cada poço. Cada poço inicial do teste 

recebeu 100 μL da solução contendo os antibióticos, sendo a primeira concentração de 256 

μg/mL. Após a homogeneização, foram realizadas as diluições seriadas. Onze concentrações 

dos antibióticos foram analisadas (256 μg/mL – 0,25 μg/mL). Após as diluições seriadas serem 

realizadas, 100 μL de inóculo bacteriano a 1 x 106 UFC/mL foram adicionados em cada poço. 

A microplaca foi então, incubada durante 24 horas a 37 ºC. Para a avaliação dos resultados, 50 

μL de resazurina (0,01 % m/v) foram adicionados em cada poço, e a placa novamente incubada 

durante 2 horas a 37 ºC, e posteriormente observada a coloração. O valor da CIM foi 

considerado como a menor diluição do antibiótico em que não houve a mudança na coloração 

azul nos poços. Para o controle negativo foi utilizado meio MH com dimetilsulfóxido (DMSO) 

(2 % v/v). Os testes foram realizados em triplicata biológica. 

Figura 6 – Estruturas químicas dos antibióticos ampicilina e tetraciclina. 

 

 

 

            Ampicilina                      Tetraciclina 

Fonte: Rodrigues, 2022, p. 40 
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4.10. Análise do sinergismo entre os óleos essenciais e óleos essenciais com antibióticos 
comerciais 

A avaliação do sinergismo entre os óleos essenciais e estes com os antibióticos comerciais 

foi realizada por meio do método de Checkerboard, descrito por White e colaboradores (1996), 

com modificações. Inicialmente, um volume de 100 μL de meio MH foi adicionado em cada 

poço de uma microplaca de 96 poços. Em cinco poços horizontalmente na microplaca, 100 μL 

de solução de uma concentração 16xCIM dos óleos essenciais foram adicionados e realizada a 

diluição seriada em cinco poços subsequentes na horizontal. Posteriormente, foram adicionados 

100 μL de uma solução 8xCIM dos óleos essenciais ou dos antibióticos (ampicilina ou 

tetraciclina) em cinco poços iniciais verticalmente. Terminada a distribuição, foram realizadas 

cinco diluições seriadas em poços subsequentes na vertical, tendo nos poços, diferentes 

concentrações (variando de 2xCIM até 1/8xCIM) de óleos essenciais e antibióticos. Por fim, 

100 μL da suspensão bacteriana de MRSA-USA300 a 1 x 106 UFC/mL foram adicionadas em 

cada poço, e a placa incubada durante 24 horas a 37 ºC. Após a incubação, foram adicionados 

50 μL de resazurina (0,01 % m/v) em cada poço e a placa novamente incubada durante 2 horas 

a 37 ºC. Para avaliar a atividade sinérgica, foi utilizado o conceito de concentração inibitória 

fracional (CIF), proposta por Elipoulos (1991), em que: 

 

 
 

CIF (óleo essencial) = 

 
            CIM (óleo essencial) em combinação 
           CIM (óleo essencial) individualmente 

 
 

 
CIF (óleo essencial ou antibiótico) = 

CIM (óleo essencial ou antibiótico) em 
combinação 

CIM (óleo essencial ou antibiótico) 
individualmente 

 
 
 
 

Σ CIF= CIF (óleo essencial) + CIF (óleo essencial ou antibiótico) 

Em que a interação é classificada como: 
 

Σ CIF ≤ 0,5: sinergismo; 
0,5 < Σ CIF ≤ 1: aditiva;  
1< Σ CIF ≤ 4: indiferente;  
Σ CIF > 4: antagonismo. 
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Como controle positivo foi utilizado o antibiótico ampicilina (64 µg/mL) e como controle 

negativo, meio MH com Tween 80 (5 % m/v) ou DMSO (2 % v/v). Os testes foram realizados 

em triplicata biológica. 

4.11. Preparação das formulações tópicas na forma de gel dérmico 

Os óleos que apresentaram atividade antibacteriana foram selecionados para serem 

incorporados em um gel dérmico. Foram preparadas formulações contendo aproximadamente 

5 gramas com os óleos em concentração a 20 % m/m. Os componentes da formulação estão 

descritos em porcentagem na Tabela 2. 

Tabela 2 - Componentes e a dose (%) para a preparação das formulações tópicas contendo os 
óleos essenciais. 

Componentes Dose (%) 

Carbopol 2 
EDTA Dissódico 0,1 
Propilenoglicol 6 

Nipagin 0,15 
Nipazol 0,1 

Imidazolidinil de Ureia 50 % 0,5 
Óleos essenciais 20  
Água purificada 1 q.s.p 

 
Fonte: Rodrigues, 2022, p. 42 

Inicialmente, foram adicionadas, em um recipiente de vidro, as quantidades exatas de 

EDTA dissódico, nipagin, nipazol, propilenoglicol, solução de imidazolidinil de ureia 50 % e 

água purificada. Sob agitação constante, foi adicionado aos poucos o carbopol. A agitação foi 

encerrada e a mistura deixada em repouso durante 24 horas. Após esse período, a agitação foi 

reiniciada e foram adicionadas gotas de hidróxido de sódio 50 % até a gelificação da mistura. 

Por fim, os óleos essenciais foram pesados e adicionados no gel em concentrações finais de 20 

% m/m.  
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4.12. CIM das formulações tópicas 

A análise foi realizada de acordo com Elshikh e colaboradores (2016), com modificações 

e está de acordo com os manuais do Comitê Brasileiro de Testes de Susceptibilidade 

a Antimicrobianos (BrCAST, 2018). Em uma microplaca de 96-poços, 100 μL de meio MH 

foram adicionados em cada poço. Posteriormente, as formulações tópicas foram pesadas e 

diluídas em meio MH obtendo-se soluções de 40 mg/mL dos óleos essenciais. Cada poço inicial 

do teste recebeu 100 μL dessa solução, sendo a primeira concentração de 10 mg/mL. Após a 

homogeneização, foram realizadas as diluições seriadas totalizando onze concentrações dos 

óleos essenciais analisadas (10 mg/mL – 0,009 mg/mL). Após a diluição, 100 μL de inóculo 

bacteriano a 1 x 106 UFC/mL foram adicionados em cada poço. A microplaca foi, então, 

incubada durante 24 horas a 37 ºC. Para a avaliação dos resultados, 50 μL de resazurina (0,01 

% m/v) foram adicionadas em cada poço, a placa novamente incubada durante 2 horas a 37 ºC, 

e posteriormente observada a coloração. O valor da CIM foi considerado como a menor diluição 

do óleo essencial em que não houve a mudança na coloração azul nos poços. Para controle 

positivo foi utilizado o antibiótico ampicilina em sua CIM, e para o controle negativo foi 

utilizado meio MH com a formulação tópica (50 mg/mL) que não continha os óleos essenciais. 

Os testes foram realizados em triplicata biológica. 

4.13. CBM das formulações tópicas 

A CBM dos das formulações tópicas foi determinada de acordo com Mah (2014), com 

modificações. Em uma microplaca 96-poços, foram adicionados 100 μL de meio MH, 

juntamente com 100 μL de uma solução das formulações tópicas na qual os óleos essenciais 

estivessem em concentração de 40 mg/mL e, posteriormente, realizadas 11 diluições seriadas: 

10 mg/mL a 0,009 mg/mL. Após isso, foram adicionados 100 μL de inóculo bacteriano a 1 x 

106 UFC/mL por poço e a placa incubada durante 24 horas, a 37 ºC. A partir dos valores de 

CIM, volumes de 1,5 μL foram inoculados em placa de Petri contendo meio MH-ágar. As 

seguintes concentrações: 4xCIM, 2xCIM, 1xCIM, 1/2xCIM foram plaqueadas e a placa de 

Petri, contendo os inóculos, foi incubada durante 18 horas a 37 ºC. A CBM foi considerada 

como a menor concentração em que não houve crescimento bacteriano nos inóculos transferidos 

para a placa de Petri. Para controle positivo foi utilizado o antibiótico ampicilina em sua CIM, 

e para o controle negativo foi utilizado meio MH com a formulação tópica (50 mg/mL) que não 

continha os óleos essenciais. Os testes foram realizados em triplicata biológica. 
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4.14. Avaliação da atividade antibiofilme das formulações tópicas frente ao biofilme pré-
formado 

A avaliação da atividade das formulações tópicas no biofilme pré-formado foi realizada 

com metodologia proposta por Klein e colaboradores (2015), com modificações. Para isso, o 

isolado foi inoculado em microplacas de 96-poços como descrito no tópico 4.6. Posteriormente, 

o sobrenadante foi retirado lentamente e 200 μL de solução contendo meio MH juntamente com 

as formulações tópicas, com os óleos essenciais diluídos, foram adicionados nas seguintes 

concentrações: 4xCIM, 2xCIM, 1xCIM, 1/2xCIM, 1/4xCIM, 1/8xCIM. A microplaca foi então 

incubada por 6 horas a 37 ºC e, ao final desse período, o sobrenadante foi retirado 

cuidadosamente e os poços lavados duas vezes com água destilada. A coloração com cristal 

violeta e a leitura de absorbância ocorreram como descritos no tópico 4.6. Os experimentos 

ocorreram em triplicata biológica, sendo o resultado final a média dessas repetições. Os dados 

foram submetidos a análise de variância (ANOVA). Os tratamentos foram comparados com o 

controle pelo teste de Dunnett (P ≤ 0.05) e, entre eles, pelo teste de Tukey (P ≤ 0.05). 

4.15. Avaliação da atividade antibiofilme das formulações tópicas frente ao biofilme em 
formação 

A análise da atividade das formulações tópicas no biofilme em formação foi realizada de 

acordo com O'Toole (2011), com modificações. Inicialmente, 100 μL de meio MH foram 

adicionados em cada poço de uma microplaca 96 poços. As formulações tópicas foram diluídas 

em meio MH a fim de gerar a solução com a concentração desejada dos óleos essenciais. A 

partir dos valores de CIM, foram utilizadas as seguintes concentrações: 4xCIM, 2xCIM, 

1xCIM, 1/2xCIM, 1/4xCIM e 1/8xCIM. Posteriormente, 100 μL dessa solução foram 

acrescentados nos poços e as diluições seriadas realizadas, atingindo os valores propostos para 

o teste. Por fim, 100 μL da bactéria em uma população de 1 x 106 UFC/mL foram adicionados 

em cada poço e a microplaca incubada durante 24 horas a 37 ºC. Após esse período, o meio foi 

retirado cuidadosamente, e os poços foram lavados com água destilada duas vezes. 

Posteriormente, 200 μL de cristal violeta 0,1 % m/v foram adicionados em cada poço, e a placa 

incubada a temperatura ambiente por 30 minutos. Após esse período, o cristal violeta foi 

retirado e a placa novamente lavada com água destilada com o objetivo de retirar o excesso do 

corante. Para a quantificação do biofilme, 250 μL de ácido acético 33 % v/v foram adicionados 

em cada poço. Após 10 minutos em contato com o cristal violeta do biofilme, 150 μL da solução 

foram retirados e transferidos para uma nova microplaca de 96 poços. As leituras de 
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absorbância ocorreram em D.O.570nm. Meio MH com a formulação tópica (50 mg/mL) sem os 

óleos essenciais foi utilizado como controle negativo. Os testes foram realizados em triplicata 

biológica, e o resultado final foi a média das repetições. Os dados foram submetidos à análise 

de variância (ANOVA). Os tratamentos foram comparados com o controle pelo teste de Dunnett 

(P ≤ 0.05) e, entre eles, pelo teste de Tukey (P ≤ 0.05). 

4.16. Citotoxicidade das formulações tópicas em eritrócitos humanos 

As análises de citotoxicidade em eritrócitos humanos foram realizadas de acordo com 

metodologia proposta por Nacif-Marçal e colaboradores (2015), com modificações, sendo 

utilizados eritrócitos de um doador voluntário saudável, com tipo sanguíneo A+. Para isso, 4 

mL de sangue humano foram retirados à vácuo em um tubo contendo anticoagulante. O tubo 

foi centrifugado a 2.500 rpm durante 10 minutos, o plasma retirado e as hemácias lavadas com 

4 mL de tampão fosfato-salino (PBS). Este procedimento foi repetido por quatro vezes. 

Inicialmente, 100 μL de PBS foram adicionados em uma microplaca de 96-poços. 

Posteriormente, foram plaqueados 100 μL de solução das formulações tópicas, em PBS e 

realizada as diluições seriadas com as seguintes concentrações finais dos óleos essenciais: 

16xCIM – 1/8xCIM. Na sequência, foram adicionados em cada poço, 100 μL de uma suspensão 

de eritrócitos a 2 % em PBS. As microplacas foram incubadas durante 45 minutos a 37 ºC e 5 

% de CO2. Após esse período, 100 μL da suspensão foram transferidas para outra microplaca e 

a absorbância dos poços foi analisada em espectrofotômetro a D.O.540nm. Foi preparado um 

controle contendo apenas a formulação tópica sem o óleo essencial e sem as hemácias, para 

realizar a subtração das absorbâncias, devido à turbidez da formulação. Como controle 

negativo, foi utilizada uma suspensão de eritrócitos com solução de PBS. Como controle 

positivo, foi utilizada uma solução 1 % v/v de Triton X-100. Os dados foram submetidos a 

análise de variância (ANOVA). Os tratamentos foram comparados com o controle negativo 

pelo teste de Dunnett (P ≤ 0.05) e entre eles pelo teste de Tukey (P ≤ 0.05). Os testes foram 

realizados em triplicata biológica. 

4.17. Toxicidade in vivo utilizando Galleria mellonella como modelo animal 

As análises de toxicidade utilizando a larva Galleria mellonella foram conduzidas 

segundo procedimento descrito por Pereira e colaboradores (2015), com modificações. A larva 

G. mellonella tem sido amplamente utilizada para experimentos de toxicidade por ter 

mecanismos do sistema imune que se assemelham aos de mamíferos, e pela fácil distinção da 
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relação vida/morte do indivíduo (Trevijano-Contador & Zaragoza, 2019; Piatek et al., 2020). 

Inicialmente, foram escolhidas aleatoriamente, dez larvas saudáveis para cada formulação 

tópica, que não foram utilizadas em experimentos anteriores pesando aproximadamente 275 

mg. Estas foram isoladas em placas de Petri de vidro. 

As formulações tópicas foram solubilizadas em PBS para CIM de cada óleo essencial. 

Posteriormente, 25 μL das soluções foram injetados em cada larva, de modo que cada larva 

recebesse esse valor relacionado com seu peso corporal. 

As larvas ficaram mantidas a 37 ºC no escuro e monitoradas em relação ao seu 

comportamento e sobrevivência a cada 24 horas durante quatro dias. Para o controle negativo 

foram utilizadas dez larvas inoculadas com a formulação tópica (50 mg/mL) na qual não 

continha os óleos essenciais, diluídas em PBS. Os dados foram submetidos à análise de 

variância (ANOVA). Os tratamentos foram comparados com o controle pelo teste de Dunnett 

(P ≤ 0.05) e, entre eles, pelo teste de Tukey (P ≤ 0.05). 

4.18. Cinética de crescimento bacteriano na presença das formulações tópicas 

As seguintes análises do crescimento do isolado MRSA-USA300 foram realizadas de 

acordo com protocolo proposto por Yano e colaboradores (1998), com modificações. 

Inicialmente, para construir a curva de crescimento do isolado MRSA-USA300, a bactéria foi 

inoculada em um erlenmeyer de vidro contendo meio MH. Deixada em agitação a 180 rpm e a 

37 ºC até que atingisse a D.O.570nm de 0.5, contendo, aproximadamente, uma população de 

1x108 UFC/mL. Posteriormente, foram feitas diluições para se atingir as D.Os.570nm de 0.01, 0.1 

e 0.2. Em uma microplaca de 96-poços, 200 µL de bactéria nas diferentes concentrações foram 

adicionadas aos poços. A placa foi incubada em um espectofotômetro, a 37 ºC, durante 24 horas. 

Durante este tempo, a placa passava por períodos de 15 minutos, sendo 10 minutos em 

estagnação e 5 minutos de agitação constante, com posterior leitura de D.O.600nm. Por fim, os 

dados de absorbância foram coletados para que a curva de crescimento, contendo as principais 

fases fosse descrita, em especial a metade da fase log, em que foram adicionadas as formulações 

tópicas. Para observar o comportamento do crescimento bacteriano na presença das 

formulações tópicas, estas foram diluídas com meio MH na concentração de 2xCIM dos óleos 

essenciais. Em seguida, 100 µL dessas soluções foram adicionadas aos poços juntamente com 

100 µL da bactéria na concentração do dobro da absorbância encontrada como sendo a metade 

da fase exponencial. Neste caso, tanto a concentração das formulações quanto a concentração 

da bactéria reduziram pela metade, ao ponto em que o experimento poderia ser analisado. A 
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placa foi incubada em um espectofotômetro, a 37 ºC, durante 17 horas. Durante este tempo, a 

placa passava por períodos de 15 minutos, sendo 10 minutos em estagnação e 5 minutos de 

agitação constante, com posterior leitura de D.O.600nm. Um controle contendo apenas a 

formulação tópica com meio MH foi feito para que o valor da absorbância da turbidez fosse 

retirado do cálculo final. Os valores de D.O.600nm foram plotados em um gráfico e a curva 

analisada em relação ao tempo.  

 

 

5. RESULTADOS 

5.1. Óleos essenciais com atividade antibacteriana contra MRSA-USA300 

Dentre os dezenove óleos essenciais analisados, quatro demonstraram atividade 

antibacteriana contra MRSA-USA300 na concentração de 10 mg/mL, sendo eles: canela, 

coentro, cravo e tangerina. Os quatro óleos foram selecionados para futuras análises. 

5.2. Cromatografia gasosa dos óleos essenciais ativos 

A análise de cromatografia gasosa dos quatro óleos ativos revelou que a constituição dos 

óleos é variável de um a três componentes majoritários e uma maior quantidade de compostos 

em concentração traço (Figura 7 a 10). 
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Figura 7 – Componentes majoritários encontrados no óleo essencial de canela.  
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Fonte: Rodrigues, 2022, p. 48 
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Figura 8 - Componentes majoritários encontrados no óleo essencial de coentro. 
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Fonte: Rodrigues, 2022, p. 49 
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Figura 9 - Componentes majoritários encontrados no óleo essencial de cravo. 
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Fonte: Rodrigues, 2022, p. 50 
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Figura 10 - Componentes majoritários encontrados no óleo essencial de tangerina. 

 

Nome e estrutura química Concentração (%) 
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Fonte: Rodrigues, 2022, p. 51 
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5.3 CIM e CBM dos óleos essenciais ativos em MRSA-USA300 

Os resultados da CIM e da CBM dos quatro óleos essenciais ativos em MRSA-USA300 

estão presentes na Tabela 3. Os valores de CIM e CBM foram iguais para todos os óleos e as 

concentrações variaram de 10 mg/mL (Tangerina e cravo) a 1,25 mg/mL (Coentro). 

 

Tabela 3 - Valores de CIM (mg/mL) e CBM (mg/mL) dos quatro óleos essenciais em 
MRSA-USA300. 

Óleos essenciais MRSA-USA300 

CIM* CBM** 

Canela 2,5 2,5 

Coentro 1,25 1,25 

Tangerina 10 10 

Cravo 10 10 

*CIM: Concentração inibitória mínima. **CBM: Concentração bactericida mínima 

Fonte: Rodrigues, 2022, p. 52 
 

5.4. Citotoxicidade em eritrócitos 

Os gráficos contendo os resultados da análise de citotoxicidade em eritrócitos estão 

presentes na Figura 11. Os óleos de canela e coentro foram os que apresentaram menor 

percentual de hemólise nas diferentes concentrações analisadas. Sendo o óleo de coentro, 

diferindo apenas do controle negativo na concentração de 16xCIM. Por outro lado, o óleo de 

tangerina foi responsável por causar hemólise em todas as concentrações analisadas.  
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Figura 11 -  Resultados da análise de hemólise (%). A – Óleo essencial de canela. B – Óleo 
essencial de coentro. C – Óleo essencial de cravo. D – Óleo essencial de tangerina. 
Triton – Controle positivo (100 % hemólise). PBS + TW – Controle negativo, 
contendo solução de PBS com Tween 80. * - Significativo em relação ao controle 
negativo (considerado como 0 % de hemólise; Dunnett p < 0,05). Letras iguais para 
os tratamentos que não diferenciaram pelo teste de Tukey a 5 %. 

 

 

Fonte: Rodrigues, 2022, p. 53 
 

5.5. Atividade antibiofilme dos óleos essenciais frente ao biofilme pré-formado 

O isolado MRSA-USA300 foi considerado como um forte formador de biofilme por 

critérios estabelecidos por Stepanović e colaboradores (2007) e a quantificação do seu biofilme 

está exposta no controle positivo dos próximos experimentos. Os resultados em percentual do 

rompimento do biofilme nos isolados, pela utilização dos óleos essenciais estão representados 

na Tabela 4. Os resultados gráficos das análises dos óleos essenciais nos biofilmes pré-formados 

dos isolados selecionados estão presentes na Figura 12. Todos os quatro óleos essenciais foram 

capazes de romper o biofilme pré-formado em concentrações CIM e supra-CIM (2x e 4x), 

quando comparados com o controle positivo. O óleo essencial de coentro foi o único capaz de 

romper o biofilme em um valor sub-CIM (1/2x), sendo o rompimento igual a 23,84 %. O óleo 
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essencial de canela apresentou o valor mais alto no rompimento do biofilme, este na 

concentração de 4xCIM (83,64 %).  

 

Figura 12 -  Avaliação da atividade dos óleos essenciais no biofilme pré-formado do isolado 
MRSA-USA300. Letras iguais para os tratamentos que não diferenciaram pelo teste 
de Tukey 5 %. * - Tratamento significativo em relação ao controle (Dunnett, p < 
0,05). 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: Rodrigues, 2022, p. 54 

Tabela 4 -  Percentual do rompimento do biofilme pré-formado de MRSA-USA300, pelos óleos 
essenciais. 

Óleos essenciais 
MRSA-USA300 

4xCIM 2xCIM 1xCIM 1/2xCIM 1/4xCIM 1/8xCIM 

Canela 83,64 % 68,57 % 45,62 % - - - 
Coentro 55,57 % 53,52 % 51,03 % 23,84 % - - 
Cravo 41,02 % 38,85 % 28,75 % - - - 

Tangerina 47,84 % 43,58 % 38,37 % - - - 

- Não significativo em relação ao controle positivo. 

Fonte: Rodrigues, 2022, p. 54 
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5.6. Atividade antibiofilme dos óleos essenciais frente ao biofilme em formação 

Os resultados em percentual de inibição do biofilme em formação estão representados 

na Tabela 5. Os resultados gráficos das análises dos óleos essenciais nos biofilmes pré-formados 

estão presentes na Figura 13. Os óleos essenciais de canela e o de tangerina, nas concentrações 

de 1/2xCIM e 1/4xCIM, foram capazes de inibir a formação de biofilme do isolado, sendo o 

primeiro óleo mais eficiente com 55,30 % de inibição na maior concentração. O óleo essencial 

de coentro, capaz de romper o biofilme pré-formado na concentração 1/2xCIM, apresentou 

capacidade de inibir a formação do biofilme nesta mesma concentração (28,12 %). O óleo 

essencial de cravo não apresentou resultados significativos na inibição da formação do biofilme 

em nenhuma das concentrações analisadas. 

 

Figura 13 - Avaliação da atividade dos óleos essenciais na inibição do biofilme em formação 
do isolado MRSA-USA300. Letras iguais para os tratamentos que não 
diferenciaram pelo teste de Tukey 5 %. * - Tratamento significativo em relação ao 
controle (Dunnett, p < 0,05). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: Rodrigues, 2022, p. 55 
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Tabela 5 – Percentual da inibição do biofilme em formaçãode MRSA-USA300, pelos óleos 
essenciais. 

Óleos essenciais MRSA-USA300 
1/2xCIM 1/4xCIM 1/8xCIM 

Canela 55,30 % 27,49 % - 
Coentro 28,12 % - - 
Cravo - - - 

Tangerina 27,13 % 13,57 % - 

- Não significativo em relação ao controle positivo. 

Fonte: Rodrigues, 2022, p. 56 
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5.7. CIM de antibióticos comerciais 

Os resultados da CIM dos antibióticos ampicilina e tetraciclina em MRSA-USA300 estão 

presentes na Tabela 6. A placa de 96-poços demonstrando a CIM de ambos os antibióticos está 

evidenciada na Figura 14. Os valores de CIM foram semelhantes para ambos os antibióticos 

(64 µg/mL).  

Tabela 6 - Valores de CIM (µg/mL) da ampicilina e tetraciclina em MRSA-USA300. 

Antibióticos MRSA-USA300 

CIM* 

Ampicilina 64 µg/mL 
Tetraciclina 64 µg/mL 

*CIM: Concentração inibitória mínima. 

Fonte: Rodrigues, 2022, p. 57 
 

 

Figura 14 - Ensaio de CIM contendo ampicilina (A) e tetraciclina (T). Ambos apresentaram a 
CIM de 64 µg/mL. +: Controle positivo. –: Controle negativo. M: Controle de meio. 

 

 

 

 

 

 

 
Fonte: Rodrigues, 2022, p. 57 

 

5.8. Sinergismo 

Os resultados das análises do sinergismo em MRSA-USA300 estão presentes na Tabela 

7. A placa de 96-poços demonstrando o sinergismo entre o óleo de canela e o antibiótico 

ampicilina está presente na Figura 15. Os óleos essenciais de canela e coentro, em combinação 

com os antibióticos ampicilina e tetraciclina apresentaram um ΣCIF menor do que 0,5. Este 
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resultado evidencia o sinergismo da união do óleo essencial com o antibiótico analisado. Por 

outro lado, a união dos óleos de canela e coentro, assim como os demais óleos essenciais com 

os antibióticos apresentou um ΣCIF de ≅4, apresentando um resultado indiferente.  

 Figura 15 - Ensaio de sinergismo contendo o óleo de canela (diluição na vertical) e o antibiótico 
ampicilina (diluição na horizontal). A marca circular apresenta as diluições em que 
houve o sinergismo. 1 – Primeira replicata técnica. 2 – Segunda replicata técnica. 
+: Controle positivo. –: Controle negativo. 

 

 

 

 

 

Fonte: Rodrigues, 2022, p. 58 
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Tabela 7 - Valores de ΣCIF dos compostos analisados em MRSA-USA300, com a sua 
conclusão referente a atividade sinérgica. 

Composto 1 Composto 2 ΣCIF Conclusão 

Canela Ampicilina 0,49 Sinergismo 

Canela Tetraciclina 0,49 Sinergismo 

Coentro Ampicilina 0,49 Sinergismo 

Coentro Tetraciclina 0,49 Sinergismo 

Cravo Ampicilina ≅4 Indiferente 

Cravo Tetraciclina ≅4 Indiferente 

Tangerina Ampicilina ≅4 Indiferente 

Tangerina Tetraciclina ≅4 Indiferente 

Canela Coentro ≅4 Indiferente 

Cravo Canela ≅4 Indiferente 

Canela Tangerina ≅4 Indiferente 

Cravo Tangerina ≅4 Indiferente 

Coentro Tangerina ≅4 Indiferente 

Cravo Coentro ≅4 Indiferente 

 
Fonte: Rodrigues, 2022, p. 59 

 

5.9. Preparação das formulações tópicas 

Os óleos essenciais de canela e coentro foram selecionados para serem incorporados em 

formulações tópicas na consistência de um gel dérmico. Estes óleos apresentaram as menores 

CIM e CBM além de que sua toxicidade para eritrócitos humanos foi reduzida. 

5.10. CIM e CBM das formulações tópicas em MRSA-USA300 

Os resultados da CIM e da CBM das duas formulações tópicas em MRSA-USA300 estão 

presentes na Tabela 8. Os resultados da CIM realizados em microplaca 96-poços estão presentes 

na Figura 16. A imagem da placa de Petri com o resultado da CBM está presente na Figura 17. 

Os valores de CIM e CBM foram iguais para ambos os óleos e as concentrações variaram de 

2,5 mg/mL (Canela) a 1,25 mg/mL (Coentro). Estes resultados são semelhantes aos de quando 

se analisou apenas os óleos essenciais sem estarem em formulação. 
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Tabela 8 - Valores de CIM (mg/mL) e CBM (mg/mL) das formulações tópicas MRSA USA300. 

Formulações MRSA-USA300 

CIM* CBM** 

Óleo de canela 2,5 2,5 

Óleo de coentro 1,25 1,25 
*CIM: Concentração inibitória mínima; **CBM: Concentração bactericida mínima 

Fonte: Rodrigues, 2022, p. 60 

 

Figura 16 - Ensaio de CIM das formulações tópicas para o isolado MRSA-USA300. Óleo na 
placa A: Canela. Óleo na placa B: Coentro. Pimeira coluna contendo a concentração 
de 10 mg/mL. +: Controle positivo (Ampicilina) –: Controle negativo. M: Controle 
de meio contendo meio MH. 

 

 

 
Fonte: Rodrigues, 2022, p. 60 

 Figura 17 - Resultado da CBM utilizando quatro concentrações (4xCIM a 1/2xCIM) das 
formulações tópicas. Cada quadrante da placa de Petri recebeu um tratamento com 
uma formulação diferente. Ctrl+: Controle positivo. Ctrl-: Controle negativo. 

 

 

 

 

Fonte: Rodrigues, 2022, p. 60 
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5.11. Citotoxicidade das formulações tópicas em eritrócitos humanos 

Os gráficos contendo os resultados da análise de citotoxicidade das formulações tópicas 

em eritrócitos humanos estão presentes na Figura 18. As formulações tópicas contendo os dois 

óleos essenciais apresentaram resultados semelhantes aos da análise anterior, apenas com os 

óleos essenciais. A formulação contendo o óleo de canela apresentou resultado significativo de 

hemólise em concentrações de 16xCIM e 8xCIM. A formulação contendo o óleo essencial de 

coentro causou hemólise nos eritrócitos humanos apenas na concentração máxima de 16xCIM.  

Figura 18 - Resultados da análise de hemólise (%). A – Formulação tópica contendo o óleo de 
canela. B – Formulação tópica contendo o óleo de coentro. Triton – Controle 
positivo (100 % hemólise). PBS (Neg.) – Controle negativo, contendo solução de 
PBS com a formulação sem óleos essenciais. * - Significativo em relação ao 
controle negativo – considerado como 0 % de hemólise (Dunnett p < 0,05). Letras 
iguais para os tratamentos que não diferenciaram pelo teste de Tukey a 5 %. 

 

 

 

 

 
Fonte: Rodrigues, 2022, p. 61 

5.12. Atividade antibiofilme das formulações tópicas frente ao biofilme pré-formado 

Os resultados em percentual do rompimento do biofilme nos isolados, pela utilização das 

formulações tópicas contendo os óleos essenciais estão representados na Tabela 9. Os 

resultados gráficos das análises no biofilme pré-formado do isolado selecionado estão presentes 

na Figura 19. A formulação tópica contendo o óleo essencial de canela foi capaz de romper o 

biofilme pré-formado na concentração CIM e nas supra-CIM, semelhante ao observado na 

análise com os óleos essenciais. A concentração 4xCIM deste óleo foi capaz de romper em 

63,76 % o biofilme pré-formado em relação ao controle. A formulação tópica contendo o óleo 

essencial de coentro apresentou resultado semelhante no rompimento do biofilme pré-formado. 

Concentrações sub-CIM (1/4x e 1/2x) foram capazes de romper o biofilme em 14,95 % e 18,77 

%, respectivamente. 
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Figura 19 - Avaliação da atividade das formulações tópicas no biofilme pré-formado do isolado 
MRSA-USA300. Letras iguais para os tratamentos que não diferenciaram pelo teste 
de Tukey 5 %. * - Tratamento significativo em relação ao controle (Dunnett, p < 
0,05). 

 

 

 

 

 

 

Fonte: Rodrigues, 2022, p. 62 

 

Tabela 9 - Percentual do rompimento do biofilme pré-formado de MRSA-USA300, pelas 
formulações tópicas. 

Óleos essenciais 
MRSA-USA300 

4xCIM 2xCIM 1xCIM 1/2xCIM 1/4xCIM 1/8xCIM 

Canela 63,76 % 51,46 % 47,09 % - - - 

Coentro 45,27 % 43,69 % 42,77 % 18,77 % 14,95 % - 
- Não significativo em relação ao controle positivo. 

Fonte: Rodrigues, 2022, p. 62 
 

5.13. Atividade antibiofilme das formulações tópicas frente ao biofilme em formação 

Os resultados em percentual de inibição do biofilme em formação estão representados na 

Tabela 10. Os resultados gráficos das análises das formulações tópicas nos biofilmes em 

formação do isolado estão presentes na Figura 20. As formulações tópicas contendo os óleos 

de canela e o de coentro, nas concentrações de 1/2xCIM, foram capazes de inibir a formação 

de biofilme do isolado, sendo a primeira formulação com uma eficiência de 48,41 % e o 

segundo de 32,87 %. Estes resultados apresentam semelhança com os observados quando os 

óleos essenciais foram analisados sem estarem em formulações tópicas.  
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Figura 20 - Avaliação da atividade das formulações tópicas na inibição do biofilme em 
formação do isolado MRSA-USA300. Letras iguais para os tratamentos que não 
diferenciaram pelo teste de Tukey 5 %. * - Tratamento significativo em relação ao 
controle (Dunnett, p < 0,05). 

 
 

 

 

 

 

Fonte: Rodrigues, 2022, p. 63 
 

Tabela 10 - Percentual da inibição do biofilme em formaçãode MRSA-USA300, pelas 
formulações tópicas. 

Óleos essenciais MRSA-USA300 
1/2xCIM 1/4xCIM 1/8xCIM 

Canela 48,41 % - - 

Coentro 32,87 % - - 
                 - Não significativo em relação ao controle positivo. 

Fonte: Rodrigues, 2022, p. 63 
 

5.14. Cinética de crescimento bacteriano na presença das formulações tópicas 

Os resultados gráficos das análises das formulações tópicas no crescimento do isolado 

MRSA-USA300 estão presentes nas Figuras 21 e 22. A Figura 21 representa a curva de 

crescimento do isolado em microplacas com meio MH, durante 24 horas. A fase log se inicia 

após as 7 horas de crescimento e finaliza próximo das 13 horas. Utilizando estes dados, foi 

estabelecida a metade da fase log como sendo o momento em que a D.O.600nm é de 0,3. A partir 

deste valor, as formulações tópicas, contendo os óleos essenciais foram adicionadas juntamente 

com a bactéria, e o resultado da curva está presente na Figura 22. Ambas as formulações 

apresentaram características bactericidas ao reduzir a população bacteriana aferida pela 

D.O600nm. A formulação contendo o óleo de canela reduziu a população bacteriana até 

aproximadamente a sétima hora da análise. A partir deste momento, a população bacteriana 
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estabilizou-se e apresentou uma leve alta nas horas seguintes. Em comparação, a formulação 

contendo o óleo de coentro apresentou uma redução maior na população bacteriana, tendo sua 

maior taxa de morte observada perto da nona hora de análise. Após este momento, semelhante 

ao que ocorreu com a formulação com o óleo de canela, a população bacteriana se estabilizou.  

 

Figura 21 - Curva de crescimento em microplaca do isolado MRSA-USA300, durante 24 horas. 
O início e o final da fase log foram calculados e adicionados ao gráfico. 

 

 

 

 

 

 

 
 
Fonte: Rodrigues, 2022, p. 64 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

  

 

 



65 

 

 

Figura 22 - Curva de crescimento em microplaca do isolado MRSA-USA300, durante 17 horas 
na presença das formulações tópicas contendo os óleos essenciais nas 
concentrações CIM.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Fonte: Rodrigues, 2022, p. 65 

5.15. Toxicidade in vivo utilizando Galleria mellonella como modelo animal 

Os resultados gráficos das análises de toxicidade em G. mellonella estão apresentados na 

Figura 23. As imagens de larvas vivas e mortas estão presentes na Figura 24. Após 96 horas de 

observação, todas as dez larvas que receberam a diluição contendo o controle (sem óleos) e as 

que receberam a formulação com o óleo de canela estavam vivas e saudáveis, sem indícios de 

melanização. O tratamento com a formulação contendo o óleo de coentro causou a morte de um 

indivíduo. Entretanto, esta morte isolada pode ter ocorrido por motivos como a perfuração 

acidental de algum órgão no momento da aplicação, ou a larva não estava totalmente saudável 

no início do experimento. Ademais, os resultados demonstram que, na concentração CIM, não 

houve toxicidade das formulações tópicas nas larvas de G. mellonella. 
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Figura 23 - Sobrevivência (em quantidade de larvas) de G. mellonella, após 96 horas na 
presença das formulações tópicas contendo os óleos essenciais nas concentrações 
CIM. S/ óleo (Neg.) – Concentração CIM da formulação tópica na qual não contém 
os óleos essenciais. Letras iguais para os tratamentos que não diferenciaram pelo 
teste de Tukey 5 %. * - Tratamento significativo em relação ao controle (Dunnett, 
p < 0,05). 

 

 

 

 

 

 

 
 
Fonte: Rodrigues, 2022, p. 66 

 

Figura 24 - Larvas de G. mellonella na comparação de vida e morte. A – Larva viva e saudável. 
B – Larva morta e melanizada 

 

 

 

 

Fonte: Rodrigues, 2022, p. 66 
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6. DISCUSSÃO 

A prospecção e o desenvolvimento de novas substâncias com potencial antibacteriano 

vêm se tornando fundamental à resistência bacteriana (WHO, 2018). Os óleos essenciais tem-

se apresentado promissores no combate a essas bactérias. Dos dezenove óleos essenciais 

analisados no presente trabalho, quatro foram eficazes contra o isolado MRSA-USA300: 

canela, coentro, cravo e tangerina. Estudos anteriores relataram a atividade desses óleos 

essenciais em diversas espécies bacterianas. Chao e colaboradores (2008) relataram setenta e 

oito óleos essenciais com atividade de inibição contra MRSA. O óleo essencial de canela 

apresentou atividade contra isolados de S. aureus e Escherichia coli (Unlu et al., 2010) assim 

como o óleo de coentro em E. coli, Pseudomonas aeruginosa e Xanthomonas campestri (Lo 

Cantore et al., 2004; Matasyoh et al., 2009). O óleo essencial de cravo apresentou atividade 

contra Staphylococcus epidermidis e isolados de MRSA (Palombo & Semple, 2002). Por fim, 

o óleo essencial de tangerina apresentou atividade contra Staphylococcus xylosus e 

Staphylococcus carnosus (Viuda-Martos et al., 2008). A similaridade entre a CIM e a CBM 

evidenciou a característica bactericida dos óleos. Zhang e colaboradores (2016) relataram a 

CIM do óleo de canela em S. aureus, como sendo de 1 mg/mL. Pesquisas anteriores relataram 

os óleos essenciais contendo características bactericidas (Friedman et al., 2002). Essas 

atividades estão relacionadas com os componentes presentes na mistura do óleo essencial. A 

análise cromatográfica elucidou componentes majoritários e traços, tendo predominância 

moléculas da classe dos terpenos e fenilpropanoides. O eugenol, composto majoritário do óleo 

de cravo, é um fenilpropanoide que possui atividade antibacteriana (Das et al., 2016; Niu et al., 

2019). Esse componente, por ter característica hidrofóbica, interage com a bicamada lipídica 

de bactérias, causando um aumento da permeabilidade e levando à morte do organismo (Gill & 

Holley, 2006; Devi et al., 2010). O cinamaldeído é um fenilpropanoide, sendo o composto 

majoritário do óleo essencial de canela e que apresenta característica antibacteriana (Shen et 

al., 2015). Este composto pode desestabilizar a parede celular, gerando estresse osmótico e, por 

fim, levando ao rompimento da célula (Gill & Holley, 2004). Outros componentes dos óleos, 

principalmente os fenólicos, possuem afinidade por compostos hidrofóbicos da bicamada 

lipídica. Essa interação pode desestabilizar os lipídeos da bicamada e aumentar a 

permeabilidade de membrana (Singh et al., 2002; Oyedemi et al., 2009). Esses compostos 

podem, adicionalmente, desnaturar enzimas citoplasmáticas, afetar o processo de respiração 

celular e impedir a divisão celular (Sacchetti et al., 2005). 
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Por outro lado, os óleos essenciais são geralmente reconhecidos como seguros (em inglês 

“GRAS”) para as células de mamíferos (FDA, 2016). Essa característica faz com que eles sejam 

amplamente utilizados na indústria de alimentos e aromaterapia (Setzer, 2009; Prakash et al, 

2015). A análise de citotoxicidade em eritrócitos humanos evidenciou a segurança dos óleos 

essenciais, exceto o óleo essencial de tangerina. Duarte e colaboradores (2012), analisando o 

óleo essencial de coentro observaram que, em pequenas concentrações (1 e 4 µL/mL), o 

percentual de hemólise era baixa (6 % a 10 %, respectivamente). Entretanto, ao aumentar a 

concentração para 32 µL/mL, os autores observaram que o percentual de hemólise passou a ser 

de 46 %. Resultado semelhante com o presente estudo, confirmando que, com o aumento da 

concentração dos óleos essenciais, o percentual de hemólise poderá se elevar. Barros e 

colaboradores (2016) analisaram a concentração de 0,2 mg/mL do óleo essencial de canela e 

observaram o percentual de hemólise na faixa de 3 %. Na concentração do óleo de canela em 

1/8xCIM (0,31 mg/mL) não houve diferença significativa em relação ao controle negativo, no 

presente estudo, evidenciando um baixo percentual de hemólise. Entretanto, foi observado que 

o aumento da concentração dos óleos essenciais elevou o percentual de hemólise. Esse 

fenômeno pode estar relacionado com a interação entre as moléculas do óleo essencial e os 

lipídeos da membrana dos eritrócitos. Os componentes dos óleos essenciais podem interagir 

com os fosfolipídios da membrana plasmática, desestabilizando a bicamada lipídica (Taib et 

al., 2009). Decorrente disto, podem ocorrer alterações na morfologia celular e o aumento na 

permeabilidade de membrana, desencadeado a lise do eritrócito (Barros et al, 2016). 

O óleo essencial de tangerina foi responsável por causar uma alta citotoxicidade em 

eritrócitos. Aparentemente, esse é o primeiro estudo que observou a citotoxicidade do óleo de 

tangerina em eritrócitos humanos. Este óleo possui como composto majoritário o limoneno 

(60,4 %). Mendanha e colaboradores (2013) observaram que o limoneno não foi tóxico para os 

eritrócitos. Entretanto, o componente terpineol, presente na concentração traço (6,0 %), é capaz 

de formar ligações de hidrogênio, sendo capaz de causar a lise (Jain et al., 2002). Mendanha e 

colaboradores (2013) observaram que o terpineol, mesmo em baixas concentrações, é capaz de 

causar toxicidade em fibroblastos e eritrócitos. Adicionalmente, a interação com os outros 

componentes do óleo essencial de tangerina pode levar a uma maior toxicidade quando 

comparada com a análise de um componente separado.      

 Os quatro óleos essenciais foram capazes de romper o biofilme pré-formado 

principalmente em concentrações CIM e supra-CIM. Componentes dos óleos que contém alta 

hidrofobicidade e função fenólica possuem maior capacidade de interação com a matriz externa 

de EPS (Mah & O’Toole, 2001). Essa interação causa uma desestabilização da matriz EPS 
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como um todo, e o biofilme pode sofrer um colapso. Após a desestruturação do biofilme, as 

células antes presentes na matriz EPS, passam a ter maior interação com o meio contendo os 

agentes antibacterianos, sendo mais susceptíveis à morte e impossibilitando a retomada na 

formação do biofilme (Mah & O’Toole, 2001). Como exemplo, Alvez e colaboradores (2016) 

relataram o óleo de coentro como efetivo no rompimento do biofilme de Acinetobacter 

baumannii. Assim como Bazargani & Rohloff (2016) observaram que este mesmo óleo foi 

capaz de romper o biofilme pré-formado de S. aureus em 90 %. O presente trabalho, por meio 

da GC-MS mostrou a característica hidrofóbica do óleo de coentro, contendo o decenal e 

decanal como moléculas majoritárias. Essa alta hidrofobicidade pode resultar na 

desestabilização da EPS e até mesmo com lipídeos da membrana das células formadoras do 

biofilme. 

Indústrias como as de alimento, limpeza e sanitização utilizam produtos contendo óleos 

essenciais para evitar a adesão das bactérias, e sua futura produção de biofilme, em diferentes 

superfícies, como vidro, plástico, aço e até vegetais (Cui et al., 2016). Por conter moléculas 

antibacterianas e possuir característica hidrofóbica, os óleos essenciais previamente dispostos 

sob uma superfície, fazem com que aquele ambiente apresente uma maior dificuldade na 

aderência de células formadoras de biofilme. Quando os óleos essenciais do presente trabalho 

foram adicionados na microplaca junto com as bactérias, estes podem ter rapidamente se 

aderido às paredes dos poços, levando a um ambiente hostil para as bactérias se aderirem e 

formarem o biofilme. Dos Santos Rodrigues e colaboradores (2017) observaram que o óleo 

essencial de orégano e o carvacrol (seu constituinte), mesmo em concentrações sub-CIM foram 

capazes de diminuir a formação de biofilme em superfícies plásticas a exemplo do poliestireno, 

mesmo material das microplacas de 96-poços utilizadas no estudo. 

Para os testes de sinergismo, dois antibióticos foram escolhidos para fazerem parte da 

combinação com os óleos essenciais, ampicilina e tetraciclina. A ampicilina é um antibiótico 

semi-sintético da classe dos β-lactâmicos e, portanto, interage com as PBPs da parede celular 

bacteriana, evitando que esta se forme (Kaushik et al., 2014). Por outro lado, a tetraciclina 

pertence a uma classe de antibióticos contendo quatro anéis lineares fundidos. As tetraciclinas 

interagem com o receptor do t-RNA na subunidade 30s do ribossomo de procariotos, inibindo 

a síntese proteica e causando a morte celular. Entretanto, alguns mecanismos de resistência já 

são relatados, como bombas de efluxo que expulsam o antibiótico do citoplasma bacteriano, e 

a modificação estrutural do sítio ligante ao antibiótico (Chopra & Roberts, 2001).  

O presente estudo evidenciou a CIM de dois antibióticos de uso clínico no isolado MRSA-

USA300. Entretanto, na presença dos óleos essenciais de canela e coentro, houve interação 
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sinérgica dos componentes, reduzindo a quantidade necessária destes para causar a morte 

celular. El Atki e colaboradores (2019) relataram que o óleo essencial de Cinnamomum cassia 

(espécie de canela), juntamente com a ampicilina apresentou efeito sinérgico na morte celular 

de S. aureus ATCC 25923. Gill & Holley (2004) relataram a atividade do cinamaldeído, 

componente principal do óleo essencial de canela, como possuindo grande afinidade por 

moléculas da parede celular bacteriana, podendo desestabilizar a mesma. Este efeito observado 

para o cinamaldeído, aliado com a ampicilina que possui sua atividade inibindo a síntese da 

parede celular, pode aumentar o efeito destas duas moléculas causando um efeito sinérgico. 

Com a desestabilização da parede celular bacteriana, esta se torna mais permeável a antibióticos 

que possuem sua atividade no citoplasma, como a tetraciclina. Apesar dos mecanismos de 

resistência, como as bombas de efluxo, serem capazes de expulsar grande parte da tetraciclina, 

a entrada facilitada deste antibiótico pode fazer com que a célula gaste muita energia na via de 

expulsão, acarretando um colapso energético, e posterior morte celular. Por outro lado, este 

estudo elucidou o óleo de coentro possuindo o linalol como um dos componentes majoritários. 

Aelenei e colaboradores (2019) analisaram o linalol e o óleo essencial de coentro em sinergismo 

com diversos antibióticos. Os pesquisadores observaram o sinergismo do óleo essencial de 

coentro com o antibiótico tetraciclina em isolados MRSA. O óleo essencial e seus constituintes 

interagiram com lipídeos da membrana celular, causando a desestabilização e o colapso celular 

(Zengin & Baysal, 2014). Esta característica pode interferir na taxa de entrada do antibiótico 

tetraciclina no citoplasma celular, causando a lise por motivos anteriormente discutidos. 

Ademais, essa desestabilização pode afetar a síntese da parede celular, alvo da ampicilina, por 

estar uma camada abaixo dessa. Este fenômeno pode estar relacionado com a maior efetividade 

da ampicilina quando presente na mistura com o óleo essencial de coentro. 

Os óleos essenciais de canela e coentro foram selecionados para serem incorporados em 

formulações tópicas. A bactéria S. aureus está presente na microbiota da pele em uma taxa de 

aproximadamente 30 %, em comparação com outras bactérias, na maioria das vezes não sendo 

patogênica (CDC, 2007). Entretanto, diversos fatores, como estresse, baixa imunidade e o uso 

contínuo de antibóticos podem desencadear infecções, sendo as mais comuns as de pele (CDC, 

2003a). Dentre estas, podemos citar as foliculites, impetigo (lesões generalizadas na pele), 

formação de abscessos purulentos e a colonização de feridas não cicatrizadas (Lee et al., 2004). 

Estas infecções podem ser adquiridas no meio comunitário (CA-MRSA, em inglês), através do 

contato com feridas ou fômites que contenham a bactéria ou, mais comumente, no meio 

hospitalar (HA-MRSA, em inglês) (CDC, 2007). Apesar de diferenças genéticas e fisiológicas 

dos isolados adquiridos nos dois ambientes, o tratamento de infecções é semelhante, sendo 
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constituído da administração oral e venal de antibióticos. Entretanto, para diversos casos 

clínicos, formulações tópicas contendo antibacterianos são prescritas (CDC, 2007). Estes 

tratamentos tópicos apresentam vantagens como sendo um tratamento localizado, com a fácil 

visualização da evolução do quadro clínico e por causar menos efeitos colaterais comparados 

com outros tratamentos (Schwaber, 2004). Neste contexto, o desenvolvimento de formulações 

tópicas contendo agentes antibacterianos, é uma estratégia para que o tratamento ocorra no 

início da infecção, de forma localizada e com uma baixa probabilidade de que a bactéria entre 

na corrente sanguínea e atinja outros órgãos.  

As análises da curva de crescimento reforçam os resultados de que os óleos essenciais 

possuem características bactericidas. Ambas as formulações contendo os óleos essenciais 

reduziram a população bacteriana, observada pelo decréscimo da D.O. Guimarães e 

colaboradores (2019) analisaram diversos óleos essenciais e seus componentes na curva de 

crescimento em bactérias patogênicas, inclusive em isolados de S. aureus. Os resultados foram 

semelhantes aos do presente estudo ao relatar uma curva de morte a partir do momento em que 

os componentes, na sua concentração CIM, eram incorporados ao meio. Adicionalmente, os 

autores observaram a deformação da membrana plasmática, através de microscopia de 

varredura, evidenciando a atividade bactericida dos compostos. A estagnação da morte celular 

após o início do experimento foi anteriormente observada, inclusive em MRSA (Barbosa et al., 

2015). Esse fenômeno pode estar relacionado com a degradação natural dos compostos no meio 

analisado, não sendo mais capazes de causar a morte bacteriana. Adicionalmente, não houve 

crescimento expressivo da população bacteriana nas horas subsequentes ao pico de morte, 

mantendo a população constante. Esta informação apresenta resultados para um possível 

tratamento clínico, indicando em quais momentos as formulações tópicas devem ser reaplicadas 

para que haja uma nova fase de morte na população bacteriana. 

Por fim, os testes in vivo do presente estudo foram realizados em larvas de G. mellonella, 

um modelo animal amplamente utilizado e que possui diversas vantagens em análises de 

toxicidade (Cutuli et al., 2019). Algumas dessas vantagens estão relacionadas ao baixo custo de 

criação em relação a outros modelos animais, um curto ciclo de vida (40-60 dias) e um sistema 

imune inato contendo similaridades com os de vertebrados (Tsai et al., 2016; Sheehan et al., 

2018). Na hemolinfa das larvas, estão presentes os hemócitos, células análogas aos fagócitos 

humanos, responsáveis pela fagocitose e inativação de agentes externos. As formulações 

tópicas, com as CIMs dos óleos essenciais, foram inoculadas nas larvas e a sobrevivência e o 

comportamento foram observados durante 96 horas. A formulação contendo o óleo de canela 

não causou a morte de nenhuma das dez larvas presentes no experimento. Entretanto, a 
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formulação contendo o óleo de coentro foi responsável pela morte de apenas uma larva. 

Todavia, essa morte não pode ter ocorrido por uma possível toxicidade do óleo de coentro, mas 

por outros motivos, como a perfuração de algum órgão interno no momento da inoculação, da 

larva não estar completamente saudável ou por outro fator externo não relacionado ao 

experimento. Portanto, podemos concluir que as duas formulações tópicas não foram tóxicas 

para as larvas, apresentando uma segurança para futuras análises in vivo em outros modelos 

animais. Wijesinghe e colaboradores (2020) analisaram a toxicidade em G. mellonella do óleo 

essencial da Canela-da-Índia (Cinnamomum verum), espécie semelhante à utilizada no presente 

estudo. Os autores observaram que, após cinco dias, a taxa de sobrevivência das larvas foi de 

100 % em diversas concentrações analisadas. Estudos confirmando a não-toxicidade dos óleos 

essenciais em células eucarióticas e modelos in vivo corroboram com o presente estudo ao 

concluir a segurança dos mesmos para aplicações em formulações tópicas. 
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7. CONCLUSÕES 

Dezenove óleos essenciais foram avaliados em relação à atividade antibacteriana. Os 

óleos essenciais de canela, coentro, cravo e tangerina foram efetivos na inibição do MRSA-

USA300. Dentre estes óleos, os de canela e coentro foram os mais efetivos mediante os 

parâmentros avaliados. Os valores iguais dessas duas concentrações evidenciaram a 

característica bactericida dos óleos essenciais analisados.      

 As análises de cromatografia gasosa permitiram revelar os componentes dos óleos 

essenciais, sendo que muitos são conhecidos por apresentarem atividade antibacteriana. A 

análise de hemólise evidenciou que os óleos de canela e coentro possuem uma citotoxicidade 

baixa, mesmo nas maiores concentrações analisadas. Entretanto, o óleo de tangerina apresentou 

uma taxa mais elevada de hemólise, em todas as concentrações analisadas.   

 As análises de sinergismo demonstraram a atividade sinérgica dos óleos essenciais de 

canela e coentro com os antibióticos ampicilina e tetraciclina. Os quatro óleos essenciais foram 

eficazes no rompimento do biofilme pré-formado nas concentrações CIM e supra-CIM. Para o 

biofilme em formação, apenas óleo essencial de cravo não foi eficaz na inibição, tendo os outros 

três óleos apresentado eficácia na inibição da formação do biofilme em concentrações sub-CIM.

 Os óleos essenciais de canela e coentro foram incorporados à formulações tópicas com 

a característica de gel dérmico. As análises de CIM, CBM, biofilme e hemólise contendo as 

formulações tópicas nas concentrações similares de óleos essenciais apresentaram resultados 

semelhantes quando comparadas com as análises dos óleos essenciais isolados.   

 A cinética de crescimento bacteriano utilizando as formulações tópicas reforçou a 

característica bactericida dos óleos essenciais, sendo o óleo de coentro mais efetivo ao diminuir 

a população bacteriana em um menor período de tempo. As análises utilizando G. mellonella 

revelaram a baixa toxicidade das formulações tópicas contendo os óleos essenciais neste 

modelo in vivo. As duas formulações tópicas contendo os óleos essenciais  de canela e de 

coentro apresentam-se promissoras para uso no combate às infecções causadas por bactérias 

resistentes, a exemplo do MRSA-USA300. 
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RESUMO 

 
 
RODRIGUES, Fábio Assad Féres, D.Sc., Universidade Federal de Viçosa, janeiro de 2022. 
Atividade antibacteriana e antibiofilme in vitro de compostos orgânicos sintéticos em 
Meticilina-resistente Staphylococcus aureus USA300. Orientadora: Marisa Alves Nogueira 
Diaz. Coorientadores: Denise Mara Soares Bazzolli e Mateus Ferreira Santana. 

 

A antibioticoterapia é a principal forma de tratar infecções bacterianas tanto no âmbito humano 

quando no veterinário. Entretanto, a utilização indiscriminada destes compostos é um agravante 

para que populações bacterianas com marcas de resistência sejam selecionadas. O presente 

estudo analisou o efeito antimicrobiano de compostos sintéticos em MRSA-USA300. Este 

isolado, inicialmente descrito nos EUA, atualmente é responsável por grande parte das 

infecções hospitalares pelo mundo. Tem gerado preocupações médicas, por causar infecções 

oportunistas principalmente em pacientes imunossuprimidos, em órgãos como a pele, pulmão 

e fígado. Inicialmente descrito apenas com a marca de resistência à ampicilina, diversos 

isolados de MRSA-USA300 já são considerados multirresistentes, inclusive a antibióticos de 

último recurso. Neste contexto, há a necessidade de desenvolvimento de novas moléculas com 

atividade antibacteriana, principalmente contra isolados resistentes aos antibióticos empregados 

na prática clínica. Com isso, o objetivo do trabalho foi avaliar a atividade antibacteriana e 

antibiofilme de 172 compostos sintéticos em MRSA-USA300. Inicialmente, 172 compostos 

sintéticos foram analisados quanto à sua atividade antibacteriana. Destes, dois apresentaram 

atividade (MI23 e MI24), ambos pertencentes a classe das xantenodionas, moléculas derivadas 

dos xantenos. As análises de concentração inibitória mínima (CIM) e de concentração 

bactericida mínima (CBM) foram realizadas para ambos os compostos. As duas concentrações 

foram idênticas para os compostos, com valores de 0,25 mg/mL. Adicionalmente, os dois 

compostos foram analisados quanto a efetividade no rompimento do biofilme pré-formado e na 

inibição do crescimento do mesmo. Ambos os compostos foram capazes de romper o biofilme 

pré-formado em concentrações supra-CIM. Entretanto, o composto MI23 apresentou um 

melhor resultado devido à sua capacidade de romper o biofilme pré-formado na concentração 

CIM. Adicionalmente, as bactérias foram cultivadas com os compostos em concentrações sub-

CIM para avaliar a capacidade destes em inibir a formação do biofilme. O composto MI23 foi 

capaz de inibir a formação do biofilme em duas concentrações sub-CIM (1/2x e 1/4x), enquanto 

que o MI24 foi capaz de inibir a formação na concentração 1/2xCIM. Por fim, foi realizada a 
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curva de crescimento/morte do isolado MRSA-USA300 utilizando uma microplaca 96-poços. 

Ambos os compostos foram adicionados juntamente com a bactéria na metade da sua fase log. 

Os resultados confirmaram o efeito bactericida dos compostos, ao reduzir a população 

bacteriana, tendo um pico de redução em torno de 7 horas após o início do experimento. Esses 

resultados evidenciam o possível uso de ambos os compostos no tratamento de infecções 

causadas por bactérias resistentes, a exemplo do MRSA-USA300.  

 

Palavras-chave: Antibióticos. Compostos sintéticos. Multirresistência. 
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ABSTRACT 

 

RODRIGUES, Fábio Assad Féres, D.Sc., Universidade Federal de Viçosa, January, 2022. 
Antibacterial and antibiofilm activity in vitro of synthetic compounds on Methicillin-
resistant Staphylococcus aureus USA300. Adviser: Marisa Alves Nogueira Diaz. Co-advisers: 
Denise Mara Soares Bazzolli and Mateus Ferreira Santana. 

 

Antibiotic therapy is the main way to treat bacterial infections both at the human and veterinary 

level. However, the indiscriminate use of these compounds is an aggravating factor for bacterial 

populations with resistance marks to be selected. The present study analyzed the antimicrobial 

effect of synthetic compounds on MRSA-USA300. This isolate, initially described in the USA, 

is currently responsible for most hospital infections worldwide. It has generated medical 

concerns, as it causes opportunistic infections mainly in immunosuppressed patients, in organs 

such as the skin, lung and liver. Initially described only with the ampicillin resistance mark, 

several MRSA-USA300 isolates are already considered multiresistant, including to antibiotics 

of last resort. In this context, there is a need to develop new molecules with antibacterial 

activity, especially against antibiotic-resistant isolates used in clinical practice. Thus, the 

objective of this work was to evaluate the antibacterial and antibiofilm activity of 172 synthetic 

compounds in MRSA-USA300. Initially, 172 synthetic compounds were analyzed for their 

antibacterial activity. Of these, two showed activity (MI23 and MI24), both belonging to the 

class of xanthenediones, molecules derived from xanthenes. Minimum inhibitory concentration 

(MIC) and minimum bactericidal concentration (MBC) analyzes were performed for both 

compounds. The two concentrations were identical for the compounds, with values of 0.25 

mg/mL. Additionally, the two compounds were analyzed for their effectiveness in disrupting 

the preformed biofilm and inhibiting its growth. Both compounds were able to disrupt the 

preformed biofilm at supra-MIC concentrations. However, the compound MI23 presented a 

better result due to its ability to break the preformed biofilm at the MIC concentration. 

Additionally, bacteria were cultured with the compounds at sub-MIC concentrations to assess 

their ability to inhibit biofilm formation. Compound MI23 was able to inhibit biofilm formation 

at two sub-MIC concentrations (1/2x and 1/4x), while MI24 was able to inhibit biofilm 

formation at 1/2xCIM concentration. Finally, the growth/death curve of the MRSA-USA300 

isolate was performed using a 96-well microplate. Both compounds were added together with 
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the bacterium at mid-log phase. The results confirmed the bactericidal effect of the compounds, 

by reducing the bacterial population, with a peak of reduction around 7 hours after the beginning 

of the experiment. These results show the possible use of both compounds in the treatment of 

infections caused by resistant bacteria, such as MRSA-USA300. 

 

Keywords: Antibiotics. Synthetic compounds. Multidrug resistance. 
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1. INTRODUÇÃO 

A antibioticoterapia é a principal forma de combate a infecções bacterianas. Apenas no 

ano de 2015, aproximadamente duzentas mil toneladas destes compostos foram consumidas no 

mundo, sendo divididas entre a pecuária e a medicina. Entretanto, a utilização indiscriminada 

destes compostos é um dos fatores que selecionam bactérias com marcas de resistência e 

multirresistência. Há quase um século de estudos, pesquisadores relatam a descoberta de 

isolados bacterianos resistentes aos antibióticos. Diversas organizações mundiais têm publicado 

notificações e apelos para a comunidade científica e empresas farmacêuticas desenvolverem 

moléculas antibacterianas.          

 Os primeiros antibióticos utilizados foram produtos naturais, a exemplo da penicilina, 

extraída de fungos. Entretanto, a resistência bacteriana a estes compostos tende a ser maior pela 

co-evolução com esses indivíduos nos ambientes em que habitam, sendo selecionadas 

populações resistentes a estes compostos. Mesmo para antibióticos semi sintéticos como a 

meticilina, se observa o relato de populações bacterianas resistentes em um curto período de 

tempo. Assim, os compostos sintéticos surgem como uma alternativa viável no combate a estas 

bactérias resistentes. Estes compostos podem ser desenvolvidos utilizando moléculas 

preexistentes, modificando a estrutura ao alterar parte da molécula, desta forma tornando-a mais 

letal aos microrganismos. Outra estratégia é a síntese completa do composto, em que moléculas 

com baixa massa molecular são unidas a partir de ligações químicas e, a partir destas, 

desenvolvido um grupo de moléculas nos quais são analisados os seus efeitos antibacterianos. 

Como exemplo, as xantenodionas, também conhecidas como 1,8-dioxo-octaidroxanteno, são 

moléculas derivadas do xanteno que tem como característica a presença de um núcleo pirano 

fundido a dois anéis cicloexen-2-ona. Estes derivados sintéticos por sua vez tem apresentado 

atividades antibacteriana, antifúngica e antineoplásica. A síntese de novos compostos possui 

vantagens ao interagir com vias fisiológicas de diferentes isolados, na qual estes podem não 

possuir mecanismos de resistência.        

 Um exemplo destes isolados é o Meticilina-resistente Staphylococcus aureus (MRSA, 

em inglês). A resistência à meticilina é devida à alteração estrutural das proteínas-ligadoras de 

penicilina (PBP, em inglês), conferindo menor interação com os antibióticos β-lactâmicos. 

Isolados de MRSA podem infectar diversos órgãos, sendo os mais comuns a pele, pulmão, 

podendo atingir a corrente sanguínea. Um desses isolados é o MRSA-USA300, relatado 

primeiramente no ano 2000. Diretrizes internacionais recomendam a aplicação tópica do 

antibiótico mupirocina, quando há infecção na pele, e a administração do antibiótico 
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vancomicina quando observada a infecção em órgãos internos. Entretanto, populações de 

MRSA-USA300 resistentes a esses antibióticos já foram relatadas. Nesse contexto, há a 

necessidade da prospecção e desenvolvimento de novos compostos orgânicos com potencial 

antibacteriano. Assim, o objetivo do trabalho foi avaliar a atividade antibacteriana de 172 

compostos sintéticos em MRSA-USA300. Ademais, a invenção objeto do presente pedido de 

patente, se refere ao uso dos compostos sintéticos ativos para a produção de medicamentos para 

tratamento e prevenção de infecções contra bactérias resistentes. 
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2. OBJETIVOS 

2.1. Objetivo geral 

Avaliar a atividade antibacteriana e antibiofilme de 172 compostos sintéticos em Meticilina-

resistente Staphylococcus aureus USA300 (MRSA-USA300). 

2.2. Objetivos específicos 

• Realizar o screening para a atividade antibacteriana dos 172 compostos sintéticos, na 

concentração de 1 mg/mL, em MRSA-USA300; 

• Determinar a concentração inibitória mínima (CIM), e a concentração bactericida 

mínima (CBM) dos compostos que apresentaram atividade; 

• Analisar a capacidade dos compostos sintéticos em romper o biofilme pré-formado e 

inibir o biofilme em formação do isolado; 

• Determinar a cinética de crescimento bacteriano na presença dos compostos ativos. 
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3. MATERIAL E MÉTODOS 

3.1. Obtenção dos compostos 

Os 172 compostos foram sintetizados e gentilmente cedidos pelo Grupo de Síntese e 

Pesquisa de Compostos Bioativos (GSPCB), Departamento de Química, Universidade Federal 

de Viçosa, Viçosa, Minas Gerais, Brasil. Estes compostos foram analisados previamente por 

Ressonância magnética nuclear (RMN) de 1H e 13C. Para os compostos sólidos, as temperaturas 

de fusão foram determinadas. Os compostos foram inicialmente diluídos em dimetilsulfóxido 

(DMSO) a fim de se obter soluções estoque (50 mg/mL). As classes de compostos avaliados, 

juntamente com suas estruturas químicas gerais, bem como o número de compostos avaliados 

para cada classe, estão indicados na Tabela 1. 
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Tabela 1 - Relação das classes de compostos avaliados, número de compostos avaliados por 
classe e estruturas químicas gerais. 

Número de 
compostos 

Classe  Estrutura química geral 

 

42 

 

Derivados 1,2,3-
triazólicos do eugenol 

 

 

 

 

 

 

 

Ar = diferentes grupos aromáticos 

n = 1 ou 3 

 

22 
Trifluorometilarildiamidas  

 

 
 

 

 

 

 

R1 = diferentes grupos amino         

R2     =    benzil ou H 

6 

 

Amidas derivadas do 
ácido cinâmico com 

porções 1,2,3-triazólicas 

 

 

 

 

 

 

Ar = diferentes grupos 
aromáticos 

 



98 

 

 

 

25 

Ésteres derivados do 
ácido cinâmico com 

porções 1,2,3-triazólicas 

 

 

 

 
 

 

 

 

 

 

 

Ar = diferentes grupos 
aromáticos 

n = 1 ou 3 

 

4 

Ésteres derivados do 
ácido cinâmico 

 

 

R=diferentes grupos aromáticos 
e alicíclicos. 

 

 

 

31 

 

 

Xantenodionas 

 

 

 

 

Ar = diferentes grupos 
aromáticos; 

R1, R2 = metila, isopropila ou H 

 

42 
 

Isobenzofuranonas 

 

 

 

 

Fonte: Rodrigues, 2022, p. 97 
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3.2. Obtenção do isolado 

O isolado MRSA-USA300 foi gentilmente cedido pelo Laboratório de Genética 

Molecular de Bactérias, Departamento de Microbiologia, Universidade Federal de Viçosa, 

Viçosa, Minas Gerais, Brasil. Para a preparação do inóculo nos experimentos, uma amostra de 

um criotubo congelado foi retirada de ultrafreezer, inoculada em frascos de cultura contendo 

meio Muller-Hinton (MH) e incubada a 37 ºC e agitação de 180 rpm até atingirem a 

concentração de 1 x 108 UFC/mL (McFarland = 0,5). As suspensões, quando necessário, foram 

diluídas com meio MH. 

3.3. Screening dos compostos 

Para a avaliação de uma possível atividade antibacteriana, soluções dos 172 compostos, 

já em DMSO, foram novamente diluídas para concentrações de 1 mg/mL, utilizando meio MH. 

100 μL das soluções dos compostos foram adicionados em poços de uma microplaca contendo 

96-poços. Posteriormente, 100 μL de inóculo bacteriano, na concentração de 1 x 106 UFC/mL 

foram adicionados em cada poço. A microplaca foi, então, incubada durante 24 horas a 37 ºC. 

Para a avaliação dos resultados, 50 μL de resazurina (0,01 % m/v) foram adicionados em cada 

poço, sendo a placa novamente incubada durante 2 horas a 37 ºC, e posteriormente observada 

a coloração (Sarker et al., 2007). 

3.4. Concentração inibitória mínima (CIM) dos compostos que apresentaram atividade 
antibacteriana 

O protocolo utilizado foi descrito por Elshikh e colaboradores (2016), com modificações 

e está de acordo com os manuais do Comitê Brasileiro de Testes de Susceptibilidade 

a Antimicrobianos (BrCAST, 2018). Em uma microplaca de 96 poços, 100 μL de meio MH 

foram adicionados em cada poço. Posteriormente, foram preparadas as soluções contendo os 

compostos com meio MH. Cada poço inicial do teste recebeu 100 μL dessa solução, sendo a 

primeira concentração de 0,5 mg/mL. Após a homogeneização, foram realizadas onze diluições 

seriadas com valores variando de 0,5 mg/mL a 1,95 μg/mL.    

 Após a diluição seriada ter sido realizada, 100 μL de inóculo bacteriano a 1 x 106 

UFC/mL foram adicionados em cada poço. A microplaca foi, então, incubada durante 24 horas 

a 37 ºC. Para a avaliação dos resultados, 50 μL de resazurina (0,01 % m/v) foram adicionados 

em cada poço, e a placa novamente incubada durante 2 horas a 37 ºC, e posteriormente 
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observada a coloração. O valor da CIM foi considerado como a menor diluição do derivado em 

que não houve a mudança na coloração azul nos poços. Para controle positivo foi utilizado a 

CIM do antibiótico ampicilina (64 μg/mL), e para o controle negativo foi utilizado meio MH 

com DMSO (2 % v/v). Os testes foram realizados em triplicata biológica. 

3.5. Concentração bactericida mínima (CBM) dos compostos que apresentaram atividade 
antibacteriana 

A CBM dos compostos sintéticos que apresentaram atividade antibacteriana foi 

determinada de acordo com Mah (2014), com modificações. Em uma microplaca 96 poços, 

foram adicionados 100 μL de meio MH, juntamente com 100 μL de uma solução a 0,5 mg/mL 

dos compostos e, posteriormente, realizadas 11 diluições seriadas (0,5 mg/mL – 0,24μg/mL). 

Após esse procedimento, foram adicionados 100 μL de inóculo bacteriano a 1 x 106 UFC/mL 

por poço e a placa incubada durante 24 horas, a 37 ºC. A partir dos valores de CIM, um volume 

de 1,5 μL foram inoculados em placa de Petri contendo meio MH-ágar. As seguintes 

concentrações: 4xCIM, 2xCIM, 1xCIM, 1/2xCIM foram plaqueadas e a placa de Petri, 

contendo os inóculos, foi incubada durante 18 horas a 37 ºC. A CBM foi considerada como a 

menor concentração em que não houve crescimento bacteriano nos inóculos transferidos para a 

placa de Petri. Os experimentos foram realizados em triplicata biológica. 

3.6. Avaliação da atividade antibiofilme dos compostos sintéticos frente ao biofilme pré-
formado 

Inicialmente, o isolado MRSA-USA300 foi classificado de acordo com a sua capacidade 

de formar biofilme de acordo com Stepanović e colaboradores (2007), em etapa anterior.

 A análise da atividade dos compostos no biofilme pré-formado foi realizada de acordo 

com Klein e colaboradores (2015), com modificações. Para isso, o isolado foi inoculado em 

microplacas de 96 poços como descrito acima. Posteriormente, o sobrenadante foi 

cuidadosamente removido e 200 μL de solução contendo meio MH com os compostos sintéticos 

foram adicionados nas seguintes concentrações: 4xCIM, 2xCIM, 1xCIM, 1/2xCIM, 1/4xCIM, 

1/8xCIM. A microplaca foi então incubada por 6 horas a 37 ºC e, ao final desse período, o 

sobrenadante foi retirado cuidadosamente e os poços lavados duas vezes com água destilada. A 

coloração com cristal violeta e a leitura de absorbância ocorreram como descritos 

anteriormente. Os experimentos ocorreram em triplicata biológica, sendo o resultado final a 

média destas repetições. Os dados foram submetidos a análise de variância (ANOVA). Os 
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tratamentos foram comparados com o controle pelo teste de Dunnett (P ≤ 0.05) e, entre eles, 

pelo teste de Tukey (P ≤ 0.05). 

3.7. Avaliação da atividade antibiofilme dos compostos sintéticos frente ao biofilme em 
formação 

A análise da atividade dos compostos sintéticos no biofilme em formação foi realizada 

de acordo com O'Toole (2011), com modificações. A partir dos valores de CIM, foram 

utilizadas as seguintes concentrações dos compostos sintéticos: 4xCIM, 2xCIM, 1xCIM, 

1/2xCIM, 1/4xCIM e 1/8xCIM. Para isso, 100 μL de meio MH foram adicionados em cada 

poço de uma microplaca 96-poços. Os compostos sintéticos foram diluídos em meio MH a fim 

de gerar a solução com as concentrações desejadas. Em seguida, 100 μL dessas soluções foram 

acrescentados nos poços e as diluições seriadas realizadas, atingindo os valores propostos para 

o teste. Por fim, 100 μL da bactéria na população de 1 x 106 UFC/mL foram adicionados em 

cada poço e a microplaca incubada durante 24 horas a 37 ºC. Após esse período, o meio foi 

retirado cuidadosamente, e os poços foram lavados duas vezes com água destilada. 

Posteriormente, 200 μL de cristal violeta 0,1 % m/v foram adicionados em cada poço, e a placa 

incubada a temperatura ambiente por 30 minutos. Após esse período, o cristal violeta foi 

retirado e a placa novamente lavada com água destilada com o objetivo de retirar o excesso do 

corante. Para a quantificação do biofilme, 250 μL de ácido acético 33 % v/v foram adicionados 

em cada poço. Após 10 minutos em contato com o cristal violeta do biofilme, 150 μL da solução 

foram retirados e transferidos para uma nova microplaca de 96 poços. As leituras de 

absorbância ocorreram em D.O.570nm. Meio MH com DMSO (2 % v/v) foi utilizado como 

controle negativo. Os testes foram realizados em triplicata biológica, e o resultado final foi a 

média das repetições. Os dados foram submetidos a análise de variância (ANOVA). Os 

tratamentos foram comparados com o controle pelo teste de Dunnett (P ≤ 0.05) e, entre eles, 

pelo teste de Tukey (P ≤ 0.05). 

3.8. Cinética de crescimento bacteriano na presença dos compostos sintéticos 

As seguintes análises do crescimento do isolado MRSA-USA300 foram realizadas em 

protocolo proposto por Yano e colaboradores (1998), com modificações. Inicialmente, para 

construir a curva de crescimento do isolado MRSA-USA300, a bactéria foi inoculada em um 

erlenmeyer de vidro contendo meio MH. Deixada em agitação a 180 rpm e a 37 ºC até que 

atingisse a D.O.570nm de 0.5, contendo aproximadamente 1 x 108 UFC/mL. Posteriormente, 
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foram feitas diluições para se atingir as D.Os.570nm de 0.01, 0.1 e 0.2. Em uma microplaca de 

96-poços, 200 µL de inóculo bacteriano nas diferentes concentrações foram adicionadas aos 

poços. A placa foi incubada em um espectrofotômetro, a 37 ºC, durante 24 horas. Durante este 

tempo, a placa passava por períodos de 15 minutos, sendo 10 minutos em estagnação e 5 

minutos de agitação constante, com posterior leitura de D.O.600nm. Por fim, os dados de 

absorbância foram coletados para que a curva de crescimento, contendo as principais fases fosse 

elucidada, em especial a metade da fase exponencial, em que foram adicionados os compostos 

sintéticos. 

Para observar o comportamento do crescimento bacteriano na presença dos compostos 

sintéticos, estes foram diluídos com meio MH na concentração de 2xCIM. 100 µL dessas 

soluções foram adicionadas aos poços juntamente com 100 µL do inóculo bacteriano na 

concentração do dobro da absorbância encontrada como sendo a metade da fase exponencial. 

Neste caso, tanto a concentração dos compostos sintéticos quanto a concentração da bactéria 

cairiam pela metade, ao ponto em que o experimento pudesse ser analisado. A placa foi 

incubada em um espectrofotômetro, a 37 ºC, durante 17 horas. Durante este tempo, a placa 

passava por períodos de 15 minutos, sendo 10 minutos em estagnação e 5 minutos de agitação 

constante, com posterior leitura de D.O.600nm. O controle negativo foi realizado a partir da 

diluição de DMSO (2 % v/v) com meio MH. 
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4. RESULTADOS E DISCUSSÃO 

4.1. Screening dos compostos 

Dos 172 compostos, dois deles apresentaram atividade antibacteriana na análise de 

screening na concentração de 1 mg/mL (Figura 1). Os dois compostos, codificados de MI23 e 

MI24, pertencem à classe das xantenodionas (Figura 2). 

Figura 1 - Compostos MI23 e MI24 apresentando atividade antibacteriana na concentração 1 
mg/mL. +: Controle positivo (Meio MH com ampicilina em sua CIM). -: Controle 
negativo (Meio MH com DMSO na concentração de 1 % e 2 %). 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: Rodrigues, 2022, p. 103 
 

Figura 2 - Estrutura química dos compostos codificados como MI23 e MI24. 

  

 

 

 

 

 

MI23                                                 MI24 

Fonte: Rodrigues, 2022, p. 103 
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4.2. CIM e CBM dos compostos sintéticos com atividade antibacteriana 

Os resultados da CIM e da CBM dos dois compostos sintéticos em MRSA-USA300 

estão presentes na Tabela 2. As imagens das placas apresentando as diluições estão na Figura 

3. Os valores de CIM e CBM foram iguais para ambos os compostos, sendo estas iguais a 0,25 

mg/mL.  

Tabela 2 - Valores de CIM (mg/mL) e CBM (mg/mL) dos compostos sintéticos em 
MRSA-USA300. 

Compostos sintéticos 
MRSA-USA300 

CIM* CBM** 

MI23 0,25 mg/mL 0,25 mg/mL 

MI24 0,25 mg/mL 0,25 mg/mL 

a)*CIM: Concentração inibitória mínima; b)**CBM: Concentração bactericida mínima 

Fonte: Rodrigues, 2022, p. 104 
 

Figura 3 -  CIM dos compostos MI23 (a) e MI24 (a) apresentando atividade antibacteriana na 
concentração 0,25 mg/mL (Primeira concentração sendo 0,5 mg/mL). +: Controle 
positivo (Meio MH com ampicilina). -: Controle negativo (Meio MH, DMSO e 
inóculo bacteriano). M: Controle de meio (Meio MH). 

 

 

Fonte: Rodrigues, 2022, p. 104 
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4.3. Atividade antibiofilme dos compostos sintéticos frente ao biofilme pré-formado 

 O isolado MRSA-USA300 foi considerado como um forte formador de biofilme por 

critérios estabelecidos por Stepanović e colaboradores (2007) e a quantificação do seu biofilme 

está exposta no controle positivo dos próximos experimentos. Os resultados em percentual do 

rompimento do biofilme nos isolados, pela utilização dos compostos sintéticos estão 

representados na Tabela 3. Os resultados gráficos das análises dos compostos sintéticos nos 

biofilmes pré-formados dos isolados selecionados estão presentes na Figura 4. Ambos os 

compostos sintéticos apresentaram capacidade de rompimento do biofilme pré-formado em 

concentrações supra-CIM (2x e 4x), tendo o composto MI24 a capacidade de romper o biofilme 

em relação ao controle de 59,03 %. O composto MI23 apresentou capacidade de rompimento 

do biofilme na sua concentração CIM, este valor sendo de 29,82 %. 

 

Figura 4 -  Avaliação da atividade dos compostos sintéticos no biofilme pré-formado do isolado 
MRSA-USA300. Letras iguais para os tratamentos que não diferenciaram pelo teste 
de Tukey 5 %. * - Tratamento significativo em relação ao controle (Dunnett, p < 
0,05). 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: Rodrigues, 2022, p. 105 
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Tabela 3 - Percentual do rompimento do biofilme pré-formado de MRSA-USA300, pelos 
compostos MI23 e MI24.  

 

 

 

 

- Não significativo em relação ao controle positivo. 

Fonte: Rodrigues, 2022, p. 106 
 

 

 

  

MRSA-USA300 

  4xCIM 2xCIM 1xCIM 1/2xCIM 1/4xCIM 1/8xCIM 

MI23 49,08 % 32,33 % 29,82 % - - - 

MI24 59,03 % 40,08 % - - - - 
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4.4. Atividade antibiofilme dos compostos sintéticos frente ao biofilme em formação 

Os resultados em percentual de inibição do biofilme em formação estão representados na 

Tabela 4. Os resultados gráficos das análises dos compostos sintéticos nos biofilmes pré-

formados estão presentes na Figura 5. O composto MI24 foi capaz de inibir a formação do 

biofilme na concentração 1/2xCIM a uma taxa de 50,62 %. O composto MI23 apresentou 

capacidade na inibição da formação do biofilme em duas concentrações sub-CIM (1/2x e 1/4x). 

 

 Figura 5 - Avaliação da atividade dos compostos sintéticos na inibição do biofilme em 
formação do isolado MRSA-USA300. Letras iguais para os tratamentos que não 
diferenciaram pelo teste de Tukey 5 %. * - Tratamento significativo em relação ao 
controle (Dunnett, p < 0,05). 

 

 

 

 

 

 

 
Fonte: Rodrigues, 2022, p. 107 
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Tabela 4 - Percentual da inibição do biofilme em formação de MRSA-USA300, pelos 
compostos MI23 e MI24.  

 

 

 

 

  
____________________________                               

- Não significativo em relação ao controle                

 

Fonte: Rodrigues, 2022, p. 108 
 

 

   

 

 

MRSA-USA300 

  1/2xCIM 1/4xCIM 1/8xCIM 

MI23 47,85 % 38,92 % - 

MI24 50,62 % - - 
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4.5. Cinética de crescimento bacteriano na presença dos compostos sintéticos 

Os resultados gráficos das análises com os compostos sintéticos no crescimento do 

isolado MRSA-USA300 estão presentes nas Figuras 6 e 7. A Figura 6 representa a curva de 

crescimento do isolado em microplacas contendo meio MH, durante 24 horas. A fase log se 

inicia após as 7 horas de crescimento e finaliza perto das 13 horas. Utilizando estes dados, foi 

estabelecida a metade da fase log como sendo o momento em que a D.O.600nm é de 0,3. A partir 

deste valor, os compostos MI23 e MI24, foram adicionadas juntamente com a bactéria, e o 

resultado da curva está presente na Figura 7. Ambos os compostos apresentaram características 

bactericidas ao reduzir a população bacteriana aferida pela D.O. 600nm, confirmando o resultado 

da CBM. Os dois compostos reduziram a população bacteriana até aproximadamente a sétima 

hora da análise. A partir deste momento, a população se estabilizou.  

 

Figura 6 - Curva de crescimento em microplaca do isolado MRSA-USA300, durante 24 horas. 
O início e o final da fase log foram calculados e adicionados ao gráfico. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: Rodrigues, 2022, p. 109 
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Figura 7 - Curva de crescimento em microplaca do isolado MRSA-USA300, durante 17 horas 
na presença dos compostos MI23 e MI24 nas concentrações CIM.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: Rodrigues, 2022, p. 110 
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5. DISCUSSÃO 

A resistência bacteriana a antibióticos comerciais tem resultado em apelos de diversas 

organizações globais para o desenvolvimento de novas moléculas com potencial antibacteriano. 

Variados isolados de MRSA apresentam multirresistência inclusive para antibióticos 

considerados de último recurso. O desenvolvimento de compostos sintéticos é uma estratégia 

que apresenta vantagens no combate à estas bactérias, principalmente por serem passíveis de 

modificação estrutural visando a sua maior especificidade no mecanismo de ação. Ademais, 

estes compostos podem afetar vias metabólicas nas quais as bactérias não possuam mecanismos 

ainda para evitar a sua morte. Com isso, o objetivo do trabalho foi analisar o potencial 

antibacteriano e antibiofilme de compostos sintéticos de diferentes classes. 

Dos 172 compostos sintéticos analisados, dois apresentaram atividade antibacteriana, 

sendo ambos da classe das xantenodionas. Esta classe se caracteriza, do ponto de vista 

estrutural, por possuir um anel pirânico fundido a dois anéis cicloexen-2-ona. Trabalhos 

anteriores relataram a atividade antibacteriana de derivados de xantenodionas contra Vibrio 

cholerae, Enterococcus faecalis (Murthyet al., 2014), Bacillus subtilis (Rahimifard et al., 2016) 

e S. aureus (Kaya et al., 2013). Adicionalmente, foi observada atividade antiviral (Pengsuparp 

et al., 1995), antitumoral (Finnegan et al., 1973) e antimalárico (Ignatushchenko et al., 2000). 

Chu e colaboradores (2016) relataram a CIM do antibiótico carbenicilina para o MRSA-

USA300 como sendo de 32 μg/mL. Adicionalmente, os autores observaram que a CIM do 

antibiótico humimicina e dicloxacilina, para outro isolado de MRSA, foi respectivamente, 512 

μg/ml e 256 μg/mL. Esses valores elevados comprovam a resistência de isolados MRSA contra 

antibióticos convencionais. O valor de CIM encontrado para ambos os compostos do estudo é 

semelhante à CIM de muitos antibióticos contra isolados resistentes de MRSA. Por ser uma 

nova classe de moléculas, pode interagir com proteínas de outras vias da célula ainda não 

elucidadas. . 

Apesar do mecanismo de ação das xantenodionas em células bacterianas ainda não ter 

sido descrito, estudos relataram o possível mecanismo de ação dos xantenos, precursores destas. 

Castano e colaboradores (2004) relataram a atividade oxidante e foto-oxidante de 

hidroxixantenos em bactérias. Essas moléculas podem interagir com a cadeia transportadora de 

elétrons, coenzimas e citocromos produzindo espécies reativas de oxigênio, causando danos à 

célula. Resultado semelhante foi relatado por Wang e colaboradores (2006), em que células de 

S. aureus, em contato com diferentes moléculas da classe dos xantenos, apresentaram alta 

concentração de espécies reativas de oxigênio. Este efeito foto-tóxico seria o responsável pela 



112 

 

 

 

morte de bactérias nas quais entraram em contato com derivados de xantenos. Tumir e 

colaboradores (2020), além de relatarem a interação de benzoxantenos com lipídeos na 

membrana externa de bactérias, observaram a interação dessa classe de moléculas com o DNA, 

RNA e proteínas relacionadas à replicação. Esse novo mecanismo de interação pode estar 

relacionado com o efeito bactericida das xantenodionas. Devido à interação com proteínas da 

síntese de DNA e RNA a célula não seria capaz de manter vias fisiológicas estáveis, causando 

à morte celular. 

O rompimento do biofilme pré-formado e a inibição do biofilme em formação do isolado 

foram observados para ambos os compostos. Além de causarem a morte celular, os compostos 

podem interagir diretamente com a matriz de EPS e afetar diretamente a estabilidade do 

biofilme. Kato e colaboradores (2012) observaram que xantenos podem induzir a formação de 

poros na parede celular de bactérias Gram-positivas, com isso, aumentando a sua 

permeabilização. A matriz EPS do biofilme é composta de diversas moléculas como 

polissacarídeos, proteínas e minerais. Assim como há indução de poros na parede bacteriana, 

compostos como as xantenodionas podem interagir com componentes da camada externa do 

biofilme, induzindo a formação de poros. Estes podem facilitar a entrada dos compostos para 

atingir as células do interior do biofilme, causando a morte celular e um colapso do biofilme 

em determinadas regiões.  

Por fim, a análise da curva de crescimento do isolado na presença dos compostos 

confirmou a atividade bactericida dos mesmos, tendo a população bacteriana reduzida até a 

sétima hora do experimento e, posteriormente, a sua estabilização. Este foi o primeiro estudo 

relatando a atividade bactericida de xantenodionas. Os mecanismos de ação contra bactérias 

como a foto-toxicidade e a interação com DNA, RNA e proteínas da replicação pode causar 

este efeito bactericida observado na curva de crescimento. Esta curva de morte apresenta um 

resultado no qual, em âmbito clínico, poderá sinalizar um possível momento para que um 

medicamento a base destes compostos possa ser re-administrado no paciente. 
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6. CONCLUSÕES 

No presente estudo, 172 compostos foram analisados quanto à sua atividade antibacteriana. 

Dois compostos, da classe das xantenodionas (MI23 e MI24), apresentaram efeito antibacteriano 

no isolado MRSA-USA300. Ambos os compostos apresentaram concentrações semelhantes de 

CIM e CBM, sendo esta igual a 0,25 mg/mL, evidenciando a característica bactericida dos 

compostos. Ambos os compostos apresentaram eficácia no rompimento do biofilme pré-formado 

nas concentrações supra-CIM. O composto MI23, além de romper o biofilme nas concentrações 

supra-CIM, apresentou eficácia no rompimento desde na CIM, com um valor de 29,82 %. Para o 

biofilme em formação, o composto MI23  foi capaz de inibir a formação do biofilme em duas 

concentrações sub-CIM (1/2x e 1/4x), enquanto que o MI24 foi capaz de inibir a formação na 

concentração 1/2xCIM.          

 A curva de crescimento bacteriano na presença dos compostos evidenciou a 

característica bactericida de ambos. Os dois compostos apresentaram o pico de redução da 

população bacteriana em torno de 7 horas após o início do experimento. Posteriormente, a 

população bacteriana ficou estável em relação ao seu crescimento, mesmo na presença dos 

compostos. Os dois compostos sintéticos avaliados apresentam-se promissores como agentes 

antibacterianos no combate às infecções causadas por bactérias resistentes, a exemplo do MRSA-

USA300. 
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ANEXO I 


