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RESUMO 

 

Segundo a Organização das Nações Unidas, a resistência antimicrobiana é um dos principais 

problemas  de  saúde  mundial,  intensificada  pelo  uso  indiscriminado  de  antibióticos  e  a 

indisponibilidade  de  novos  antimicrobianos.  Ademais,  muitos  processos  infecciosos  estão 

associados a biofilmes, que aumentam a resistência dos patógenos. Para combater a resistência 

antimicrobiana, novos compostos estão sendo estudados, com destaque para produtos naturais 

como  os  óleos  essenciais,  que  apresentam  atividades  antimicrobiana,  bem  relatadas  na 

literatura.  Logo,  o objetivo do estudo, cerne em determinar a composição química do óleo 

essencial das folhas de Croton pluriglandulosus e avaliar sua atividade antibacteriana e 

antibiofilme sobre cepas bacterianas gram-positivas e gram-negativas. A atividade 

antibacteriana foi determinada através da avaliação, da concentração inibitória mínima e da 

concentração bactericida mínima em concentrações de 10 a 0,156 mg/ml. A atividade 

antibiofilme foi avaliada pela quantificação de biomassa com cristal violeta e pela contagem de 

células viáveis através da enumeração de unidades formadoras de colônias. Para determinar os 

possíveis mecanismos de ação, os biofilmes tratados com o óleo essencial foram analisados por 

Microscopia Eletrônica de Varredura e Microscopia Confocal de Varredura a Laser. O óleo 

essencial de C. pluriglandulosus demonstrou concentração inibitória mínima e concentração 

bactericida mínima para cepas de S. aureus em concentrações de 10 e 5 mg/ml. Em relação a 

inibição da formação de biofilme, em geral, todas as cepas apresentaram reduções significativas 

de biomassa e número de UFCs quando tratados com óleo essencial de C. pluriglandulosus, 

entretanto, as cepas de S. aureus se mostraram mais sensíveis. Em biofilmes maduros, o 

tratamento com óleo essencial de C. pluriglandulosus não causou redução de biomassa para a 

maioria das cepas, exceto E. coli. Contudo, reduziu significativas o número de unidades 

formadoras de colônias, especialmente para S. aureus. As micrografias indicam que a ação 

antimicrobiana está diretamente ligada a danos estruturais nas membranas, como observado 

para E. coli e S. aureus. Os resultados indicam que o óleo essencial de C. pluriglandulosus é 

promissor agente  antimicrobiano com potencial para o  tratamento de  infecções  causados de 

biofilmes de S. aureus, S. epidermidis e E. coli. 

 

Palavras-chave: Euphorbiaceae; produtos naturais; resistência antimicrobiana; biofilmes. 

 

 

 



 

 

ABSTRACT 

 

The United Nations says that antimicrobial resistance is one of the world's main health 

problems, intensified by the indiscriminate use of antibiotics and the unavailability of new 

antimicrobials. In addition, many infectious processes are associated with biofilms, which 

increase the resistance of pathogens. To combat antimicrobial resistance, new compounds are 

being studied, especially natural products such as essential oils, which have antimicrobial 

activities that have been well reported in the literature. The aim of this study was therefore to 

determine the chemical composition of the essential oil from the leaves of Croton 

pluriglandulosus and to evaluate its antibacterial and antibiofilm activity on gram-positive and 

gram-negative bacterial strains. The antibacterial activity was determined by evaluating the 

minimum inhibitory concentration and the minimum bactericidal concentration at 

concentrations of 10 to 0.156 mg/ml. Antibiofilm activity was assessed by quantifying biomass 

with crystal violet and by counting viable cells by enumerating colony-forming units. To 

determine the possible mechanisms of action, the biofilms treated with the essential oil were 

analyzed by Scanning Electron Microscopy and Confocal Laser Scanning Microscopy. The 

essential oil of C. pluriglandulosus showed minimum inhibitory concentration and minimum 

bactericidal concentration for S. aureus strains at concentrations of 10 and 5 mg/ml. About 

inhibition of biofilm formation, in general, all the strains showed significant reductions in 

biomass and number of CFUs when treated with C. pluriglandulosus essential oil, however, the 

S. aureus strains proved to be more sensitive. In mature biofilms, treatment with C. 

pluriglandulosus essential oil did not cause a reduction in biomass for most strains, except E. 

coli. However, it significantly reduced the number of colony-forming units, especially for S. 

aureus. The micrographs indicate that the antimicrobial action is directly linked to structural 

damage to the membranes, as observed for E. coli and S. aureus. The results indicate that the 

essential oil of C. pluriglandulosus is a promising antimicrobial agent with potential for treating 

infections caused by biofilms of S. aureus, S. epidermidis and E. coli. 

 

Keywords: Euphorbiaceae; natural products; antimicrobial resistance; biofilms. 
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1 INTRODUÇÃO 

 

Os antibióticos desempenharam um papel crucial para a revolução da medicina 

moderna, e a segunda metade do século XX ficou conhecida como a "era de ouro dos 

antibióticos”. Esses fármacos abriram novas perspectivas no tratamento de várias doenças e 

desempenharam um papel fundamental para o êxito de procedimentos cirúrgicos invasivos 

(Ribeiro Da Cunha; Fonseca; Calado, 2019). No entanto, a partir da década de 1980, houve uma 

notável estagnação do surgimento de novas classes de antibióticos, resultando em uma lacuna 

significativa nas descobertas desde então (Nelson et al., 2021). 

A principal justificativa para essa lacuna no desenvolvimento de novos 

medicamentos está intimamente ligada a fatores econômicos na indústria farmacêutica, 

principalmente devido aos elevados custos envolvidos na pesquisa e ao desafio de garantir um 

retorno financeiro adequado para as empresas (Nelson et al., 2021). A escassez de novos 

antibióticos, aliada à crescente resistência bacteriana, tem tornado as infecções 

progressivamente mais perigosas e difíceis de tratar, resultando em um notável aumento nas 

taxas de mortalidade em escala global (Bengtsson-Palme; Kristiansson; Larsson, 2018). 

Atualmente, cerca de 80% das bactérias têm a capacidade de formar estruturas 

conhecidas como biofilmes (Flemming; Wuertz, 2019). Os biofilmes são caracterizados como 

comunidades biológicas complexas que podem aderir a superfícies ou permanecer suspensas, 

produzindo uma substância polimérica extracelular (SPE) composta principalmente por 

exopolissacarídeos. A matriz confere uma notável resistência às células do biofilme, tornando-

as resistentes à ação de medicamentos (Muhammad et al., 2020). 

Essas comunidades microbianas podem desencadear processos infecciosos ao 

aderirem a dispositivos médicos, como próteses e cateteres, ou em tecidos de pacientes, 

tornando-os difíceis de tratar, muitas vezes exigindo a remoção dos dispositivos ou resultando 

em infecções crônicas (Sauer et al., 2022). Devido ao impacto significativo que os biofilmes 

têm na saúde humana, as pesquisas direcionadas para o combate e prevenção desses biofilmes 

têm ganhado cada vez mais destaque, especialmente em relação a certas espécies como 

Staphylococcus aureus, Staphylococcus epidermidis e Escherichia coli (Van Harten et al., 2017; 

Botelho; Grosso; Peixe, 2019). 

O crescente aumento da resistência antimicrobiana (RAM) impulsiona a 

necessidade de buscar novos agentes antimicrobianos, a fim de combater processos infecciosos 

causados por microrganismos resistentes e seus biofilmes (Klein et al., 2018). Nesse contexto, 

destaca-se o crescente interesse em explorar propriedade medicinais de plantas que possam 
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oferecer alternativas terapêuticas (Tavares; Seca, 2019). A história nos revela, que ao longo dos 

anos, os produtos naturais sempre estiveram associados ao tratamento de diversas doenças 

infecciosas, oferecendo alternativas terapêuticas (Melander; Basak; Melander, 2020). Entre os 

diversos compostos naturais, os óleos essenciais (OEs) se destacam. Os OEs consistem em 

substâncias voláteis que contêm diversos componentes bioativos, responsáveis pelas 

propriedades inseticidas e antimicrobianas de algumas espécies vegetais (Yang et al., 2018). 

Dentro do grupo de plantas produtoras de óleos essenciais, o gênero Croton se 

destaca pelo seu significativo valor econômico, decorrente de sua ampla aplicação na medicina 

tradicional (Abbas; Tahir, 2020). Os óleos essenciais obtidos a partir de espécies de Croton são 

ricos em compostos, como monoterpenos, sesquiterpenos e fenilpropanoides (Ferreira et al., 

2020). No Brasil, já foram identificadas e catalogadas mais de 350 espécies de Croton, exibindo 

uma ampla variedade de componentes em seus óleos essenciais. Dentre essas espécies, há 

inúmeros relatos encontrados na literatura sobre a ação antibacteriana de alguns óleos 

essenciais, como os óleos extraídos de C. tetradenius, C. pulegiodorous, C. ferrugineus e o C. 

blanchetianus (Siqueira et al., 2021; Rocha et al., 2021; Valarezo et al., 2021; Nunes et al., 

2023). No entanto, há carência de estudos que explorem o potencial antibacteriano do óleo 

essencial de Croton pluriglandulosus (RIINA et al., 2021). 

Portanto, o presente estudo tem como objetivo caracterizar a composição química 

do óleo essencial de Croton pluriglandulosus, além de avaliar a sua atividade antibacteriana, 

antibiofilme, sobre a bactérias gram-positivas e gram-negativas de interesse clínico. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 
16 

 

2 REFERENCIAL TEÓRICO 

 

2.1 Antibióticos: Uma breve revisão 

 

Atualmente, os antibióticos representam a classe mais significativa de produtos 

farmacêuticos e são reconhecidos como a inovação médica mais impactante do século XX, 

desempenhando um papel essencial para o tratamento de infecções bacterianas, salvando 

inúmeras vidas ao longo do tempo (Ribeiro Da Cunha; Fonseca; Calado, 2019). Além disso, 

essas drogas são essenciais para o êxito de diversas cirurgias invasivas, como em transplantes 

de órgãos, tratamento com imunomoduladores e dentre outros (Ventola, 2015). 

A era pré-antibiótica compreende o período em que inúmeras doenças e epidemias 

surgiram, e a compreensão da relação entre microrganismos e doenças era desconhecida. Os 

métodos de tratamento e prevenção de processos infecciosos eram praticamente ineficazes, o 

que frequentemente resultava em um aumento da disseminação das enfermidades, às vezes 

atingindo proporções pandêmicas (Jayachandran, 2018). Nesse contexto, um dos problemas 

mais significativos foi o surgimento de epidemias, como a Peste Justina, que ceifou a vida de 

aproximadamente 100 milhões de pessoas, e a Peste Negra no século XIV, vitimizando mais de 

50 milhões de europeus (Mohr, 2016). No entanto, hoje em dia, essas epidemias poderiam ser 

controladas com o auxílio de antibióticos (Galy et al.,, 2018). 

Antes da descoberta do primeiro antibiótico comercial por Alexander Fleming, 

diversos pesquisadores haviam iniciado seus estudos acerca de drogas que inibissem o 

crescimento bacteriano. O ácido micofenólico, considerada a primeira descoberta, foi 

identificado em 1893 por Bartolomeo Gosio, e demonstrou a capacidade de inibir o crescimento 

de Bacillus anthracis, porém sua utilização para fins médicos foi esquecida e retomada apenas 

posteriormente por outros pesquisadores (Mohr, 2016). Em 1909, o microbiologista Paul 

Ehrlich descobriu o Salvarsan, um antibiótico sintético derivado do arsênio, que se mostrou 

eficaz contra o Treponema pallidum, a bactéria causadora da sífilis. Entretanto, o Neosalvarsan 

posteriormente o substituiu, pois era mais eficaz no tratamento da sífilis. Com o tempo, tornou-

se evidente o risco dessas substâncias devido à presença de arsênio em sua composição, levando 

à sua substituição pelo Prontosil, o primeiro da classe das sulfonamidas, descoberto por Gerhard 

Domagk em 1930 (Digiandomenico; Sellman, 2015). 

Ao longo do tempo, o Prontosil e fármacos relacionados foram substituídos pela 

penicilina devido ao desenvolvimento de resistência bacteriana causada por mutações na 

enzima diidropteroato sintase (DHPS), comprometendo assim eficácia do Prontosil (Golkar; 
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Bagasra; Pace, 2014). Em 1928, Alexander Fleming descobriu por acaso que o fungo 

Penicillium notatum inibia o crescimento de colônias de Staphylococcus aureus. Tal descoberta 

o levou a especular que os fungos produziam uma substância com a capacidade de inibir o 

crescimento das bactérias. Em 1929, ele então consegue isolar essa substância e a denomina de 

penicilina, sendo considerada o primeiro antibiótico verdadeiro (Tan; Tatsumura, 2015). No 

entanto, seu uso clínico efetivo só se tornou realidade em 1945 (Gaynes, 2017). 

Posteriormente, a estrutura da penicilina foi elucidada por meio de técnicas de 

cristalografia de raios X, permitindo classificar essa substância como membro da família dos 

β-lactâmicos naturais. Compostos derivados dessa família, como penicilinas, cefalosporinas e 

carbapenêmicos, possuem um anel-lactâmico em sua estrutura (Figura 1), em que seu 

mecanismo de ação cerne na interferência direta da biossíntese da parede celular de bactérias 

gram-positivas (Uddin et al., 2021). 

 

Figura 1 – Estrutura química dos β-lactâmicos 

Fonte: Adaptada de Abbas; Salih; Hassan, (2022). 

 

A "era de ouro dos antibióticos’’ teve início com os estudos pioneiros de René 

Dubos em 1939, ao isolar a tirotricina a partir de bactérias encontradas no solo. Essa substância 

demonstrou eficácia contra cepas gram-positivas (Mohr, 2016). Posteriormente, na década de 

1940, Selman Waksman conduziu uma extensa investigação sobre as propriedades 

antimicrobianas das bactérias do solo. Durante esse período, Waksman descobriu diversas 
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espécies de bactérias com atividades antagônicas entre si, resultando no desenvolvimento de 

vários antibióticos e antifúngicos, incluindo a neomicina, estreptomicina e outros que ainda são 

utilizados atualmente (Ribeiro Da Cunha; Fonseca; Calado, 2019). 

O trabalho de Waksman desempenhou um papel fundamental na propulsão da 

denominada "época de ouro dos antibióticos". Através de seus estudos pioneiros, ele 

estabeleceu a base inicial para o desenvolvimento de uma série de novos medicamentos 

antibióticos pelas indústrias farmacêuticas (Gould, 2016). Esse período de avanços culminou 

na criação de diversas classes de antibióticos, tais como nitrofurano (1953), macrolídeos (1952), 

tetraciclinas (1948), quinolonas (1960) e oxazolidinonas (1987). No entanto, esse avanço rápido 

em um período relativamente curto também trouxe consigo o uso excessivo de antibióticos, o 

que, infelizmente, foi seguido por uma redução nas pesquisas nessa área desde a década de 70 

(Nicolaou; Rigol, 2018). Isso resultou em uma escassez de novas famílias de antibióticos, e nos 

últimos 50 anos, nenhuma nova classe de antibióticos foi descoberta ou desenvolvida (Durand; 

Raoult; Dubourg, 2019). 

Na atualidade, poucas empresas farmacêuticas se dedicam ao desenvolvimento de 

antibióticos, transferindo essa responsabilidade para empresas menores, como as startups de 

biotecnologia. Dados de 2018, mostram que de 45 novos antibióticos candidatos a ensaios 

clínicos, apenas 2 eram provenientes de grandes empresas farmacêuticas (Nicolaou; Rigol, 

2018). O principal problema nesse cenário de escassez de novos medicamentos está diretamente 

relacionado à resistência antimicrobiana (RAM). No passado, a solução para a resistência 

bacteriana era relativamente simples, pois havia uma ampla variedade de opções disponíveis, 

permitindo a substituição dos medicamentos quando as bactérias se tornavam resistentes. 

Contudo, ao longo dos anos, a falta de novos medicamentos e o crescente problema da RAM, 

impulsionado pela pressão seletiva exercida por esses fármacos antimicrobianos, 

transformaram-se em uma preocupação global emergente (Dodds, 2017). 

Desde a década de 1980, a carência de desenvolvimento de novos antibióticos tem 

sido uma questão alarmante. Atualmente, são limitadas as alternativas para o tratamento de 

infecções causadas por bactérias multirresistentes, por vezes essas alternativas sequer existem 

(Frieri; Kumar; Boutin, 2017). Somado a isso, a produção de antibióticos impõe desafios 

significativos à indústria farmacêutica, dada a necessidade de investimentos substanciais em 

pesquisa nesse campo, juntamente com a crescente resistência microbiana, torna o 

desenvolvimento de novos medicamentos uma tarefa complexa. Além desse fator, a perspectiva 

de retornos financeiros relativamente baixos desencoraja as empresas farmacêuticas a se 

envolverem nesse ramo (Plackett, 2020). 
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Atualmente, estamos vivendo o que é chamado de "era pós-antibiótica", na qual os 

antibióticos convencionais estão tornando-se ineficazes para o tratamento de infecções devido 

o surgimento de bactérias multirresistentes. Contudo, diversas colaborações entre instituições 

acadêmicas e empresas privadas, buscam novas estratégias para combater essas infecções 

(Subramaniam; Girish, 2020). 

 

2.2 Resistência antimicrobiana 

 

De acordo com a Organização Mundial da Saúde (OMS), a resistência 

antimicrobiana (RAM) é identificada como uma das 10 principais ameaças à saúde global. Este 

fenômeno é inerente e natural aos microrganismos, resultante da intensa pressão seletiva gerada 

pela exposição aos antibióticos. Um exemplo notório é a resistência à penicilina, esse fármaco 

foi introduzido no mercado no ano de 1941 e no ano seguinte, em 1942, foi identificado cepas 

de S. aureus resistentes a essa classe de medicamentos (Subramaniam; Girish, 2020). 

Atualmente, a RAM provoca cerca de 70.000 mortes anuais em todo o mundo. 

Previsões alarmantes indicam que esse número pode aumentar significativamente, chegando a 

10 milhões de mortes anuais até 2050 (Aslam et al., 2018). Relatórios provenientes da Índia 

apontam que a cada 9 minutos, uma criança morre devido a infecções causadas por bactérias 

resistentes (Subramaniam; Girish, 2020). Em 2017, foram registrados mais de 558.000 casos 

de tuberculose resistente em todo o mundo, e desses, 230.000 resultaram em óbito (Ballestero 

et al., 2020). Essas informações relacionam-se a crescente ameaça da resistência antimicrobiana 

frente a saúde global. 

Durante a pandemia de SARS-CoV-2, cidades como Nova Iorque relataram um 

aumento significativo na resistência antimicrobiana (Guimarães; Carvalho, 2020). Por 

exemplo, isolados clínicos de Pseudomonas aeruginosa mostraram um aumento superior a 10% 

na resistência a múltiplos antibióticos, incluindo ciprofloxacina e piperacilina-tazobactam. Da 

mesma forma, Klebsiella pneumoniae demonstrou resistência crescente a carbapenêmicos, um 

grupo crucial de antibióticos usados para tratar infecções graves (Nori et al., 2021). Esse 

aumento na resistência foi associado ao uso excessivo e muitas vezes inadequado de 

antibióticos durante a pandemia. 

No que diz respeito aos mecanismos de aquisição de resistência das bactérias aos 

antibióticos, atualmente já se tem conhecimento de vários. A transferência de resistência em 

patógenos pode ser categorizada em dois tipos: natural, dividida em intrínseca e induzida, e 

adquirida. A resistência intrínseca ocorre quando a bactéria possui naturalmente resistência a 
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certos tipos de fármacos, independente de exposições anteriores. A resistência induzida é 

ativada pela exposição a quantidades clínicas de antibióticos, resultando na ativação de genes 

que conferem resistência (Bem et al., 2019). A resistência adquirida tem duas formas: por meio 

de mutações no DNA celular durante a replicação, nas quais as cepas mutantes transmitem 

genes verticalmente para a prole, e por meio de transferência horizontal de genes, envolvendo 

processos como transformação, transdução e conjugação (Figura 2) (Friedrich, 2019). 

 

Figura 2 – Mecanismos de aquisição de resistência a antibióticos. 

 
Fonte: Adaptada de Mancuso et al., (2021). 

 

Os processos de resistência bacteriana não são atribuíveis a um único mecanismo, 

muitas vezes envolve uma interação complexa de múltiplos processos intrínsecos da estrutura 

celular bacteriana, que podem ser categorizados em três tipos principais: Redução das 

concentrações intracelulares; modificações do antibiótico e inativação do antibiótico (Blair et 

al., 2015) (Figura 3). 
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Figura 3 – Principais Mecanismos de Resistência a Antimicrobianos.  

Fonte: Elaborada pelo autor com base em Mancuso et al., (2021). 

 

As bactérias podem reduzir as concentrações intracelulares de antibióticos de duas 

maneiras principais. Primeiramente, a diminuição da permeabilidade da membrana bacteriana, 

resultante de processos de mutação que diminui a expressão de porinas na membrana, 

impedindo a entrada de antibióticos nas células, sendo bem documentada em microrganismos 

gram-negativos como Escherichia coli e K. pneumoniae (Kong et al., 2018). Além disso, as 

bactérias podem expressar bombas de efluxo específicas em suas membranas para expulsar 

moléculas-alvo do interior celular, como demonstrado em estudos com isolados clínicos de S. 

aureus e P. aeruginosa, que apresentaram superexpressão de bombas de efluxo de drogas 

(Kosmidis et al., 2012). 

Outro mecanismo de resistência antimicrobiana ocorre devido a mutações 

espontâneas ou modificações pós-tradução em moléculas alvo dos antibióticos, podendo 

resultar em alterações conformacionais que comprometem a eficácia do medicamento. (Hooper; 

Jacony, 2015). Além disso, a resistência também pode surgir de forma direta, com a 

transferência de grupos químicos para locais específicos do antibiótico, impedindo sua ligação 

ao alvo na célula bacteriana (Qin et al., 2012).  

O aumento notável de cepas resistentes ao longo dos últimos anos não pode ser 

atribuído a um único elemento independente, mas sim a uma complexa interação de diversos 

fatores que atuam em conjunto para moldar esse cenário global (Mahmoud et al., 2018). A 
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pressão seletiva é um desses fatores e pode ser compreendida como o mecanismo pelo qual as 

condições ambientais favorecem a sobrevivência e reprodução de indivíduos com 

características específicas (Holmes et al., 2016). 

A imprecisão no diagnóstico é um fator agravante. Com frequência, em situações 

de incerteza sobre o agente infeccioso, seja vírus ou bactéria, os profissionais de saúde podem 

prescrever antibióticos, embora esses medicamentos sejam ineficazes contra vírus e possam 

contribuir para o desenvolvimento de resistência (Marc et al., 2016). A prescrição inadequada 

também pode desencadear processos de resistência, quando os profissionais optam por 

medicamentos de amplo espectro, quando um antibiótico de espectro mais restrito seria mais 

apropriado (Zhao et al., 2019). 

A automedicação também desempenha um papel significativo no surgimento de 

resistência, colocando os indivíduos em risco de reações adversas a droga e mascarando os 

sinais e sintomas das doenças, que muitas vezes não são causadas por um patógeno bacteriano, 

agravando ainda mais esse cenário (Nepal; Bhatta, 2018). A falta de rigor aos protocolos de 

biossegurança em ambientes hospitalares é outra preocupação significativa podendo resultar no 

surgimento de patógenos resistentes. Tanto pacientes quanto funcionários carregam microbiotas 

em seus corpos e roupas, e na ausência das medidas de biossegurança adequadas, essas 

comunidades microbianas, que podem incluir bactérias com genes de resistência, têm o 

potencial de se espalhar para fora do ambiente hospitalar (Almagor et al., 2018). 

Os antibióticos desempenham um papel crucial na medicina, sendo usados tanto em 

seres humanos quanto em animais para tratar infecções. Além disso, eles também são utilizados 

como promotores de crescimento na pecuária, melhorando o ganho de peso dos animais 

(Ronquillo; Hernandez, 2017). Contudo, essas práticas podem desencadear um aumento da 

RAM, com o potencial de afetar os seres humanos por intermédio das cadeias alimentares 

(Almagor et al., 2018). Atualmente, a escassez de novas classes de antibióticos é uma 

preocupação crescente. A redução significativa do investimento em pesquisas para o 

desenvolvimento de novos antibióticos pela indústria farmacêutica resultou em opções 

limitadas de tratamento (Sreeja et al., 2017). 

 

2.3 Bactérias de interesse clínico  

 

2.3.1  Staphylococcus spp. 

 

O gênero Staphylococcus é caracterizado por bactérias gram-positivas, que tendem 
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a se agrupar em pares, assemelhando-se a cachos de uva. A maioria das espécies são aeróbicos 

ou anaeróbicos facultativos, e apresenta uma taxa de reprodução rápida em condições de cultivo 

a 37 °C. As colônias exibem bordas de aspecto rugoso e uma coloração amarelo ouro (Rezaei, 

2022). As espécies podem ser classificadas em dois grupos distintos: coagulase positiva e 

coagulase negativa. Essa diferenciação está relacionada à capacidade dessas bactérias de 

coagular o plasma sanguíneo, um fenótipo frequentemente associado a processos infecciosos. 

Em geral, as espécies coagulase positiva estão associadas a infecções mais graves (Pickering et 

al., 2021). 

As bactérias do gênero Staphylococcus fazem parte da microbiota natural da pele e 

mucosas, sendo a maioria das espécies inofensivas para os seres humanos (Kellerman et al., 

2022). No entanto, em circunstâncias específicas, essas bactérias podem adotar 

comportamentos oportunistas, desencadeando diversos tipos de infecções em humanos e 

animais. Na maioria dos casos, essas infecções são superficiais e leves, mas podem se tornar 

graves quando afetam pacientes neonatais, indivíduos imunocomprometidos ou em tratamento 

intensivo (Rezaei, 2022). 

Os implantes médicos, embora representem uma tecnologia em constante progresso 

que tem revolucionado a medicina, enfrentam desafios relacionados a infecções bacterianas 

podendo levar à perda desses dispositivos. Bactérias têm a capacidade de aderir e formar 

biofilmes na superfície de cateteres venosos, implantes mamários e outros dispositivos médicos 

(Lakhundi; Zhang, 2018). Em um estudo realizado com 85 pacientes submetidos à nutrição 

parenteral, 19% deles apresentaram infecções de corrente sanguínea relacionadas a cateter 

venoso central (ICSCV). O gênero predominante nesse tipo de infecção foi o Staphylococcus 

spp., representando aproximadamente 44% das ocorrências. Dentro desse grupo, as espécies S. 

aureus e S. epidermidis foram as mais comuns (Parra-Flores et al., 2017). Atualmente, o 

tratamento dessas infecções envolve a administração de elevadas doses de antibióticos com 

múltiplos mecanismos de ação, bem como o revestimento de superfícies de implantes com 

antibióticos. No entanto, essa abordagem pode resultar em pressões seletivas sobre 

microrganismos, levando ao surgimento de genes de resistência (Wang et al., 2016). 

S. aureus, uma espécie coagulase positiva, está estreitamente associada a infecções 

em seres humanos, sendo suas principais ocorrências registradas em ambientes comunitários e 

hospitalares (Bennett; Dolin; Blaser, 2020). A preocupação com problemas de saúde 

relacionados a essa espécie não é recente. Atualmente relatórios globais destacam o crescente 

risco epidemiológico associado a esse microrganismo, particularmente no que se refere à 

resistência a drogas, conforme ilustrado na Figura 4 (Chang; Lin, 2018; Tacconelli et al., 2018). 
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Figura 4 - Resistência de S. aureus a oxacilina (MRSA). 

 
Fonte: https://resistancemap.onehealthtrust.org/AntibioticResistance.php. 

 

Essa espécie normalmente coexiste no organismo humano, mas pode se tornar 

oportunista, causando infecções em tecidos moles, pele, feridas, bem como bacteremia e 

osteomielite (Nadimpalli et al., 2018). Recentemente, tem sido considerada uma das principais 

causadoras de infecções nosocomiais, colonizando uma variedade de áreas, incluindo 

superfícies de mobília hospitalar, e podendo persistir nesses ambientes por meses (Centeleghe 

et al., 2022; Viancelli et al., 2022). 

S. aureus também é conhecida devido aos processos de desenvolvimento de 

resistência aos antibióticos (Papa et al., 2013). Um exemplo foi o desenvolvimento da cepa de 

S. aureus resistente à meticilina (MRSA) um ano após o desenvolvimento do fármaco, e hoje 

essa cepa é uma das mais prevalentes em infecções nosocomiais (Kaur et al., 2022). 

Posteriormente, como forma de tratar as infecções ocasionadas por essa cepa, a vancomicina 

foi introduzida, contudo o seu uso culminou no surgimento de cepas de S. aureus resistentes à 

vancomicina (VRSA) (Loomba; Taneja; Mishra, 2010). Além disso, existem cepas de S. aureus 

que apresentam resistência intermediária a antibióticos, sendo a resistência à vancomicina 

(VISA) uma das mais comuns em processos infecciosos. Estas cepas geralmente estão 

associadas a infecções mais graves e prolongadas em comparação com cepas suscetíveis 

(Vestergaard; Frees; Ingmer, 2019). 

Durante a pandemia causada pelo vírus SARS-CoV-2, vários autores observaram 
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uma elevada incidência de coinfecções com S. aureus. Além disso, esses casos foram associados 

a taxas mais elevadas de mortalidade (Silva et al., 2021; Polly et al., 2022). Estudos feitos por 

Wu et al. (2021) mostram o aumento gradativo da prevalência de cepas de S. aureus resistente 

à vancomicina (VRSA) e S. aureus resistente à meticilina e vancomicina (VRSA e MRSA), na 

qual em 2020 foi registrado a maior prevalência dessas duas cepas. 

Os custos associados às infecções causadas por S. aureus são incertos e, embora 

possam variar, estima-se que cheguem a valores significativos, oscilando de milhares a milhões 

de euros gastos anualmente no tratamento dessas infecções (Antonanzas; Lozano; Torres, 

2015). Os fatores de virulência associados a esse patógeno incluem a capacidade de formar 

biofilmes e estruturas que facilitam a aderência e proteção das bactérias em superfícies, 

tornando-as mais resistentes aos tratamentos convencionais. Além disso, S. aureus é conhecida 

por produzir enzimas específicas que induzem efeitos citolíticos (Foster, 2009). 

A espécie S. epidermidis é amplamente estudada dentro do grupo das coagulase 

negativas e é considerada um comensal que coloniza a pele humana desde o nascimento. Essa 

bactéria pode ser encontrada em diversas áreas da pele, incluindo regiões secas, úmidas, 

sebáceas e nos pés, desempenhando um papel bem estabelecido na promoção da imunidade e 

na manutenção da microbiota da pele (Nguyen et al., 2017). Dados recentes indicam que o S. 

epidermidis pode também fazer parte da microbiota de outras partes do corpo, como as vias 

aéreas e o trato intestinal (Soeorg et al., 2017). 

Apesar de ser uma bactéria saprófita, S. epidermidis pode assumir o papel de um 

patógeno oportunista, podendo ocasionar complicações graves em neonatos, além de infectar 

dispositivos médicos (Nguyen et al., 2017). As sépsis em recém-nascidos representam uma das 

principais complicações médicas nesta população e, em muitos casos, estão relacionadas a 

cepas de S. epidermidis (Dong; Speer, 2015). A taxa de mortalidade dessas sépsis varia de 1,9% 

a 4,8% em neonatos em geral, mas aumenta significativamente para 9,4% nos casos de recém-

nascidos com baixo peso (Lee; Chang; Kim, 2015).  

Essa espécie também apresenta cepas com resistência a antibióticos, o que a tornam 

um patógeno preocupante nos ambientes hospitalares, especialmente devido à resistência à 

meticilina (MRSE). Essas cepas geralmente são resistentes contra a maioria dos β-lactâmicos, 

resultando em elevados custos para o tratamento dessas infecções (Wang et al., 2020). 

Os principais fatores de virulência de S. epidermidis cerne em sua habilidade de 

criar biofilmes em superfícies de materiais implantados e em tecidos. Além disso, grande parte 

do êxito de sua patogenicidade advém da sua capacidade de evitar a resposta do sistema 

imunológico inato, o que pode culminar no desenvolvimento de doenças crônicas (Le; Park; 
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Otto, 2018). 

 

2.3.2  Escherichia coli 

 

E. coli é uma bactéria gram-negativa com forma de bastonete e faz parte da família 

Enterobacteriaceae. Esse microrganismo habita o trato gastrointestinal humano desde o 

nascimento, estabelecendo uma relação de benefício mútuo e coexistindo sem causar efeitos 

adversos. No entanto, em alguns casos, pode desencadear doenças em pacientes 

imunocomprometidos ou quando as barreiras gastrointestinais são violadas (Poolman; 

Anderson, 2018). E. coli é uma das principais espécies frequentemente associadas a casos de 

bacteremia em países de elevado rendimento, superando em número as espécies 

tradicionalmente relacionadas a esse tipo de infecção, como o S. aureus (Poolman; Anderson, 

2018). 

As infecções não complicadas do trato urinário apresentam uma relevância 

substancial para a saúde, na qual 80% dessas infecções são atribuídas à E. coli, com impacto 

predominante na população feminina (Kang et al., 2018). Além disso, essa bactéria é também 

responsável pela incidência de diarreia infecciosa, uma questão de saúde global, que afeta 

principalmente regiões menos desenvolvidas e resulta em mais de 157.000 óbitos anualmente 

(Madhavan; Sakellaris, 2015). 

A aquisição de resistência por cepas de E. coli representa um desafio complexo, 

com implicações sérias para a saúde, incluindo riscos que podem alavancar as taxas de 

mortalidade. A crescente resistência dessas cepas às drogas disponíveis no mercado cria uma 

série de obstáculos para o tratamento das infecções (Trepanier et al., 2017). Esse cenário é 

agravado pelas enterobactérias, que têm a capacidade de abrigar genes de resistência e transferi-

los horizontalmente por meio de plasmídeos para outras bactérias, como a E. coli, acelerando 

consideravelmente o processo de aquisição de resistência em um curto espaço de tempo 

(Trepanier et al., 2017). O aumento latente da resistência de E. coli ao longo dos anos pode ser 

observado na Figura 5. 
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Figura 5 – Resistência de E. coli a principais classes de antibióticos ao longo dos anos 

Fonte: https://resistancemap.onehealthtrust.org/AntibioticResistance.php. 

 

Como salientado anteriormente, a E. coli é responsável por uma variedade de 

processos infecciosos, tanto no intestino como em outras partes do corpo. Para melhor 

classificar e facilitar a compreensão dos diferentes tipos de cepas dessa bactéria, ela foi 

subdividida em sete patótipos: E. coli enteropatogênica (EPEC), E. coli enterohemorrágica 

(EHEC), E. coli enterotoxigênica (ETEC), E. coli enteroinvasiva (EIEC), E. coli 

enteroagregativa (EAEC), E. coli difusamente aderente (DAEC) e E. coli aderente-invasiva 

(AIEC). Todos esses patótipos estão associados a infecções intestinais, mas é importante notar 

que o EHEC está mais relacionado a distúrbios extraintestinais (Alegbeleye; Sant’ana, 2020). 

Os fatores de virulência das diversas cepas E. coli são constituídos por moléculas 

específicas codificadas por genes que podem ser encontrados nos cromossomos, plasmídeos ou 

transposons. A virulência da E. coli é inerente e varia entre os diferentes patótipos, podendo ser 

classificada em quatro categorias principais: colonização, aptidão, toxinas e efetores 

(ALEGBELEYE; SINGLETON; SANT’ANA, 2018). 

Os fatores de virulência relacionados à colonização geralmente estão associados a 

processos de adesão, fixação, agregação e formação de biofilmes. Os fatores de aptidão 

desempenham funções essenciais em processos de sinalização para a detecção de quorum 

sensing (QS) e na produção de proteínas em resposta a estresses. Outros fatores estão 

relacionados a toxinas, como o próprio nome sugere, exercem funções de toxicidade no 

organismo, incluindo toxinas notáveis como a shiga, ST-I e ST-II. Por fim, as ações efetoras 
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estão ligadas a processos que abrangem a evasão do sistema imunológico, a inibição da 

fagocitose e a indução da morte celular (PAKBIN; BRÜCK; ROSSEN, 2021). 

 

2.4 Biofilmes 

 

Nas últimas décadas, os cientistas têm categorizado o estilo de vida bacteriano em 

dois principais tipos: o planctônico, no qual as bactérias se encontram como células únicas, 

flutuando de maneira independente, e o estilo de vida em forma de agregados, conhecido como 

biofilmes. Tradicionalmente, o termo biofilme sempre esteve associado a uma comunidade 

bacteriana desenvolvida sob uma superfície, tanto bióticas quanto abióticas. No entanto, 

pesquisas recentes indicam que esses agregados bacterianos também podem ser encontrados 

não aderidos a uma superfície. Então hoje, as infecções crônicas causadas por biofilmes são 

classificadas em dois tipos: aquelas associadas a uma superfície e aquelas não aderidas a uma 

superfície (Sauer et al.,2022). 

As  infecções  causadas  por  biofilmes,  quando  associadas  a  uma  superfície, 

costumam estar  relacionadas a dispositivos médicos, como próteses,  cateteres e  sistemas de 

ventilação.  Por  outro  lado,  as  infecções  que  não  estão  vinculadas  a  superfícies  geralmente 

afetam  o  trato  respiratório,  envolvendo  a  depuração  mucociliar,  ou  se  manifestam  como 

infecções  crônicas  em  tecidos  moles,  associadas  a  comorbidades  (Lebeaux  et  al.,  2013). 

Atualmente, estima­se que cerca de 80% das infecções bacterianas se apresentem na forma de 

biofilmes.  O  tratamento  dessas  infecções  é  uma  tarefa  desafiadora,  pois  se  iniciam  com 

processos  inflamatórios  leves podendo evoluir para um estado crônico (VAN WOLFEREN; 

ORELL; ALBERS, 2018). 

Atualmente,  o  tratamento  de  infecções  relacionadas  a  biofilmes  em  dispositivos 

médicos é realizado de diferentes maneiras, especialmente visando a prevenção da formação 

desses  biofilmes.  Uma  das  estratégias  é  a  incorporação  de  agentes  anti­incrustantes  e 

antimicrobianos nos dispositivos, a partir do uso de produtos químicos sintéticos e antibióticos, 

permitindo  uma  liberação  controlada  e  localizada  dos  agentes  antimicrobianos  (Koo  et  al., 

2017; Li et al., 2018). Quando os biofilmes já estão formados, a terapia mais comum é o uso 

de antibióticos. Embora essas comunidades bacterianas apresentem mecanismos de resistência 

bem desenvolvidos, os antibióticos ainda são amplamente utilizados para tratar essas infecções 

(Chen; Suh; Yang, 2018). 

Os biofilmes também ocasionam danos significativos na indústria alimentar, 

podendo entrar em contato com os alimentos e chegar aos consumidores finais, sendo 
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responsáveis por cerca de 60% dos surtos de doenças transmitidas por alimentos (Han et al., 

2017; Galie et al., 2018). Além disso, os biofilmes desempenham um papel importante no 

desenvolvimento de diversas doenças, algumas das quais potencialmente fatais, como a fibrose 

cística, otite média, feridas crônicas e osteomielite (Masters et al., 2019). 

Essas comunidades microbianas possuem uma densa matriz extracelular composta 

por polissacarídeos, proteínas, DNA extracelular (eDNA) e substâncias insolúveis em água. A 

matriz, que corresponde cerca de 2/3 da massa do biofilme, desempenha diversas funções, 

incluindo a captura de materiais do ambiente externo, fornecendo nutrientes essenciais para o 

desenvolvimento do biofilme. A composição da matriz é influenciada pelas espécies 

microbianas que constituem o biofilme e pela sua fase de maturação (Choi et al., 2020; 

Toyofuku; Nomura; Eberl, 2019; Pinto et al., 2019). 

Estudos indicam que o processo de formação de um biofilme segue uma 

organização altamente regulada, semelhante ao desenvolvimento de um embrião (Futo et al., 

2021). No entanto, o modelo tradicional de formação de biofilme, baseado na observação do 

processo in vitro em P. aeruginosa, não consegue abranger a complexidade das estruturas que 

os biofilmes podem formar em ambientes fora do laboratório, sejam eles industriais, naturais 

ou clínicos. As interações entre as bactérias e o ambiente são intrinsecamente dependentes do 

contexto, resultando em variações na sequência dos processos de fixação, crescimento, 

maturação e desprendimento (Sauer et al., 2022). 

O modelo proposto por Sauer et al. (2022) abrange uma ampla variedade de 

condições, incluindo ambientes in vitro, in situ, in vivo. Eles consideram o processo de 

formação de biofilmes como um sistema aberto, reconhecendo que essas comunidades podem 

ser encontradas em locais como o intestino e vias aéreas, onde há continuamente a entrada de 

microrganismos que podem incorporar ao agregado multicelular. 

Esse modelo atual e abrangente da formação de biofilmes, independe do tipo de 

superfície de iniciação e do tipo de célula, seja ela planctônica ou agregada, pode ser mais bem 

compreendido na Figura 6. Nessa representação, dois anéis distintos são identificados: o anel 

interno descreve o processo de formação de biofilmes não aderidos a superfícies, enquanto os 

processos ocorridos fora desse anel estão relacionados às condições de células aderidas. É 

relevante ressaltar que esses dois fenótipos são mutuamente conversíveis, permitindo as 

bactérias ingressarem no modelo em qualquer ponto do processo (Sauer et al., 2022). 
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Figura 6 – Modelo ampliado sobre o processo de formação de biofilme. 

Fonte: Adaptado de Sauer et al., (2022). 

 

O processo se desdobra em três etapas distintas. A primeira, envolve a agregação e 

fixação, na qual as bactérias se unem umas às outras e se fixam em uma superfície, podendo 

estar em estado planctônico ou em forma de agregados. Nesse estágio, as bactérias aderem à 

superfície por meio de estruturas bacterianas, como fímbrias e lipopolissacarídeos (LPS), ao 

mesmo tempo em que iniciam a produção de matriz extracelular (Sauer et al., 2022). 

A segunda etapa, conhecida como crescimento e acumulação, está relacionada ao 

recrutamento ativo de células circundantes para se unirem à colônia do biofilme, contribuindo 

para o aumento/ expansão de sua massa e estrutura. Por fim, a terceira etapa é a desagregação 

e o desprendimento, na qual as bactérias se desprendem do biofilme, podendo ser na forma de 

agregados ou como células individuais (Sauer et al., 2022). 

Os biofilmes apresentam mecanismos bem estabelecidos de resistência a 

medicamentos, podendo ser divididos em três categorias: tolerância física, envolvendo a 

produção excessiva de matriz extracelular, inibindo a ação de antimicrobianos; tolerância 

passiva, relacionada a enzimas presentes na substância polimérica extracelular (SPE) capazes 

de inativar fármacos; e tolerância fisiológica, na qual as células que ocupam as regiões mais 

internas do biofilme entram em um estado metabolicamente inativo, proporcionando resistência 

às drogas (Olwal et al., 2019; Ciofu; Tolker-Nielsen, 2019; Soares et al., 2019). Além disso, os 

biofilmes demonstram métodos de evasão do sistema imunológico, por meio de processos como 

a inibição da fagocitose (Penesyan et al., 2021). 
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Outros fatores que influencia os desenvolvimentos dos biofilmes estão relacionados 

aos mecanismos de quorum sensing (QS). Durante o processo de formação dessas comunidades 

microbianas, as células planctónicas, ao atingirem uma certa densidade, adquirem a habilidade 

de viverem como uma entidade multicelular. Esse fenômeno envolve processos de comunicação 

entre as células pela produção de moléculas sinalizadoras, na qual denominamos de quorum 

sensing (Kalia, 2013). Os sinais gerados por essa comunicação desencadeiam modificações 

gênicas e fisiológicas, que estão relacionadas à formação do biofilme, nodulação, resistência 

antimicrobiana, virulência e dentre outros mecanismos (Koul et al., 2016). 

 

2.5 Croton spp. 

 

O gênero Croton foi inicialmente descrito por Linnaeus em 1753, com apenas 13 

espécies  conhecidas  na  época  (Van  Ee;  Berry,  2010).  Ao  longo  das  décadas,  diversos 

pesquisadores se dedicaram ao estudo deste gênero, resultando na descoberta de novas espécies. 

Atualmente, Croton spp. Engloba mais de 1.400 espécies identificadas, distribuídas pelos dois 

hemisférios, conforme ilustrado na Figura 7 (GBIF, 2023). 

 

Figura 7 – Registros georreferenciados de espécies de Croton ao redor do globo. 

Fonte: https://www.gbif.org/species/3057454 
 

As  espécies  pertencentes  a  este  gênero  consistem  em  arbustos,  subarbustos  ou 

árvores monoicas, seu indumento é composto por tricomas estrelados, dendríticos, fasciculados, 

lepidotos, simples, ou em estados intermediários que abrangem essas formas mencionadas. As 

folhas são alternadas, ocasionalmente opostas ou pseudoverticiladas no ápice dos ramos. As 
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inflorescências  ocorrem  terminalmente,  sendo  trisóides,  contínuas  ou  descontínuas  entre  as 

címulas estaminadas e pistiladas. O fruto possui a forma de uma cápsula septicida­loculicida, 

geralmente de formato orbicular. As sementes são carunculadas e podem ser lisas ou rugosas 

(Silva et al., 2010). 

O  Brasil  é  reconhecido  como  um  dos  países  que  abriga  a  maior  diversidade  de 

espécies pertencentes a esse gênero, contando com mais de 350 catalogações, das quais 252 são 

endêmicas (Carneiro­Torres et al., 2017). Neste gênero, diversos autores têm documentado a 

presença de metabólitos secundários, como flavonoides, terpenos e terpenoides. Essa riqueza 

de compostos  tem levado as espécies de Croton a serem amplamente reconhecidas por suas 

propriedades medicinais, sendo utilizadas no tratamento de diversas condições, como processos 

inflamatórios,  reumáticos, diabetes, úlceras e dores abdominais, especialmente em países da 

África, Ásia e América do Sul (Abbas; Tahir, 2020). 

O gênero Croton também é amplamente reconhecido por sua capacidade de 

produzir óleos essenciais. A literatura científica já reúne uma ampla variedade de relatos acerca 

das atividades desses compostos voláteis, englobando propriedades antimicrobianas, anti-

inflamatórias, antiparasitárias, antinociceptivas e outras (Ferreira et al., 2020; Cândido et al., 

2021; Rocha et al., 2021). Os óleos essenciais de Croton spp. são frequentemente empregados 

na medicina tradicional, e suas propriedades farmacológicas são atribuídas aos seus metabólitos 

secundários, como os terpenos e terpenoides, que conferem a esse gênero um grande potencial 

no desenvolvimento de fármacos e terapias voltadas para processos infecciosos (Ferreira et al., 

2020). 

 

2.5.1 Croton pluriglandulosus Carn. -Torres & Riina. 

 

C. pluriglandulosus é uma espécie recentemente identificada (2021) e, até o 

momento, poucas são as informações disponíveis na literatura sobre essa planta. Essa espécie é 

frequentemente encontrada em áreas de florestas secas e solos arenosos e está presente nos 

estados brasileiros do Rio Grande do Norte, Ceará, Pernambuco, Paraíba e Sergipe (Riina et 

al., 2021). As plantas são caracterizadas por arbustos monoicos que atingem aproximadamente 

4 metros de altura. Elas possuem ramos jovens cobertos por tricomas estrelados longos e de 

coloração escura (Figura 8C), folhas ovais membranáceas e ligeiramente descoloridas. Um 

traço distintivo dessa espécie é a presença de 6 a 10 glândulas nectárias acropetioladas, sendo 

duas delas mais longas do que as demais (Figura 8G). Essas numerosas glândulas nectárias dão 

origem ao nome da espécie, que também é conhecida popularmente como marmeleiro, 
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marmeleiro branco e marmeleiro sabiá (Riina et al., 2021). 

As pesquisas existentes estão predominantemente centradas na avalição da 

atividade biológica do óleo essencial da planta, com ênfase em estudos que exploram suas 

propriedades antifúngicas e seu potencial de sinergia com medicamentos comerciais (Carvalho 

et al., 2023; Vasconcelos et al., 2022). Apesar da falta de estudos publicados, o C. 

pluriglandulosus oferece um vasto terreno para futuras investigações. 

Figura 8 - Croton pluriglandulosus Carn.-Torres & Riina. 

Fonte: Riina et al., (2021). -A. Ramo florido. -B. Detalhe da margem da folha. -C. 

Tricomas na face adaxial da folha. -D. Tricomas mais densos na superfície abaxial 

da folha. -E. Tricoma estrelado. -F. Tricoma estrelado com braço central mais 

alongado. -G. Base da folha mostrando as múltiplas glândulas nectárias 

acropetiolares. -H. Flor estaminada. -I. Flor pistilada. -J. Desenvolvimento da 

cápsula. -K. Semente. 
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2.6 Óleos essenciais 
 

A milhares de anos, os seres humanos têm usado óleos essenciais (OEs) como parte 

de sua vida cotidiana, aplicando-os em perfumes, temperos, na indústria de cosméticos e na 

medicina tradicional (Brnawi et al., 2019). Essas substâncias, são caracterizadas como 

metabólitos secundários voláteis, que podem ser extraídas de várias partes das plantas, como 

flores, folhas, cascas e raízes. As plantas produzem esses compostos como resposta a estímulos 

ambientais, tais como o ataque de herbívoros, infecções fúngicas e situações de estresse abiótico 

(Yang et al., 2018). 

Os OEs são produzidos por diversas espécies amplamente distribuídas pelo mundo. 

A síntese de OE ocorre no citoplasma e nos plastídios das células vegetais. Embora esses 

compostos geralmente contenham dois ou três componentes químicos em maior quantidade, 

eles são, na realidade, complexas misturas de diversos grupos químicos, como terpenos e 

terpenoides (Stringaro; Colone; Angiolella, 2018). Diversas variáveis, como a localização 

geográfica, condições ambientais, período de colheita e procedimentos de extração e 

armazenamento, contribuem para a variação dos componentes dos OEs, inclusive mesmo se 

tratando de uma mesma espécie (García-Salinas et al., 2018). 

Como mencionado anteriormente, os terpenos são componentes majoritários na 

constituição da maioria dos óleos essenciais, representando aproximadamente 90% de 

composição (Dhifi et al., 2016). Esses compostos são formados por unidades de isopreno 

(C5H8) e podem estar vinculados a cadeias cíclicas ou abertas. Além disso, a classificação dos 

terpenos é determinada pelo número de unidades de isopreno presentes, podendo ser chamados 

de monoterpenos, sesquiterpenos, diterpenos e assim consequentemente. Exemplos de 

monoterpenos incluem o limoneno e o β-cariofileno (El Asbahani et al., 2015). 

Os terpenoides, também presentes nos OEs, têm sua origem nas unidades de 

isopreno. No entanto, a principal distinção em relação aos terpenos é que as unidades de 

isopreno sofrem modificações e combinações, envolvendo processos como adições e remoções 

de grupos metil. Assim como os terpenos, os terpenoides são classificados como 

monoterpenoides, sesquiterpenoides ou diterpenoides, dependendo do número de unidades de 

isopreno. Exemplos notáveis incluem o linalol e a canfora (Bakkali et al., 2018). Por fim, os 

fenóis consistem em compostos químicos que apresentam um grupo hidroxila diretamente 

ligado a um anel aromático. Exemplos notáveis são o timol, o eugenol e o carvacrol (Bassolé; 

Juliani, 2012). 

Ao se abordar sobre a atividade biológica de um óleo essencial, é importante 
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ressaltar que ela não se limita exclusivamente ao seu principal constituinte. Em vez disso, essa 

atividade depende de uma interação complexa com os demais componentes presentes no óleo. 

Nessa perspectiva, a ação combinatória entre esses compostos desencadeia uma variedade de 

mecanismos de ação que se complementam, agindo diretamente nos microrganismos, em vez 

de se restringirem a um único modo de ação específico (Tariq et al., 2019). Atualmente, 

inúmeros estudos já reconhecem os óleos essenciais como potenciais agentes antimicrobianos 

(Alsaraf et al., 2020; Smigielski et al., 2018; Purkait et al., 2020). 

O mecanismo de ação dos óleos essenciais está intrinsecamente ligado aos 

processos de desestabilização da membrana (Figura 9). Isso acontece devido à natureza 

lipofílica das membranas, que permite a penetração dos OEs e sua acumulação entre a bicamada 

lipídica. Essa acumulação resulta na desestabilização e na degradação das diversas camadas da 

membrana, por meio da inativação de mecanismos enzimáticos e da interferência nos processos 

de transporte através da membrana (Angane et al., 2022). 

 

Figura 9 – Principais mecanismos de ação antibacteriano de óleos essenciais. 

Fonte: Angane et al., (2022). 
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Esses eventos culminam na quebra da integridade da bicamada, aumentando sua 

permeabilidade aos agentes antimicrobianos e perturbando a função celular. Isso, por sua vez, 

leva a vazamentos de líquido intracelular que contém componentes vitais para o funcionamento 

celular. Essas perturbações também afetam a força próton-motriz (PMF) e, consequentemente, 

levam a uma depleção de ATP (Pathania et al., 2018). A perda de componentes intracelulares é 

tolerável até certo ponto. No entanto, um contato prolongado entre os óleos essenciais e os 

microrganismos resulta em perdas irreparáveis que levam à morte celular (Ju et al., 2019). 

Entretanto é importante enfatizar que a atividade antibacteriana de um óleo 

essencial não depende unicamente de seus componentes, mas varia com base nas diferentes 

cepas às quais é exposto (Al-Maqtari et al., 2021). Um exemplo notável dessa variação se 

manifesta ao considerar as diferenças entre bactérias gram-positivas e gram-negativas, onde a 

presença da membrana externa da parede celular em gram-negativas age como uma barreira 

contra macromoléculas e compostos hidrofóbicos (Bazargani e Rohloff, 2016). Por outro lado, 

em bactérias gram-positivas, existem extremidades lipofílicas decorrentes do ácido 

lipoteicóico, tornando-as mais suscetíveis à penetração de óleos essenciais (Chouhan et al., 

2017). 

Essa variabilidade pode ser observada na prática em diversos estudos ao longo do 

tempo, os quais relatam a maior sensibilidade das bactérias gram-positivas aos óleos essenciais 

(Vidács et al., 2018; Bazargani e Rohloff, 2016). No entanto, em algumas situações, essa 

dinâmica pode se inverter, com maior sensibilidade das bactérias gram-negativas (Sabo e 

Knezevic, 2019). Portanto, é sempre válido avaliar os óleos essenciais e seus componentes 

diante de diferentes tipos de cepas bacterianas (Sales et al., 2017). 
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3 OBJETIVOS  

 

3.1 Objetivo geral 

 

Avaliar a composição química, a atividade antibacteriana e antibiofilme do óleo 

essencial extraído de folhas de Croton pluriglandulosus sobre bactérias de interesse clínico. 

 

3.2 Objetivos específicos 

 

•  Extrair o óleo essencial das folhas de C. pluriglandulosus; 

•  Analisar por meio de cromatografia gasosa acoplada à espectrometria de massas (GC-MS) 

a composição do óleo essencial de C. pluriglandulosus; 

•  Determinar a Concentração Inibitória Mínima (CIM) e a Concentração Bactericida Mínima 

(CBM) do óleo essencial de C. pluriglandulosus sobre as cepas de bactérias Gram-positivas 

Staphylococcus aureus e Staphylococcus epidermidis; e Gram-negativa Escherichia coli; 

•  Avaliar a atividade do óleo essencial sobre a inibição da formação biofilmes de cepas de S. 

aureus, S. epidermidis e E. coli; 

•  Avaliar a atividade do óleo essencial sobre biofilmes pré-formados de cepas de S. aureus, 

S. epidermidis, E. coli; 

•  Analisar por meio de Microscopia Eletrônica de Varredura (MEV) e Microscopia Confocal 

de Varredura a Laser (MCVL) modificações morfológicas e estruturais em biofilmes de S. 

aureus e E. coli. 
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4 METODOLOGIA 

 

4.1 Coleta do material vegetal 

 

A matéria vegetal foi coletada na trilha do Pelado, região da Serra do Lima 

localizada no município de Patu/RN, de acordo com as seguintes coordenadas geográficas: 

6°06'30"S 37°37'20"O, abrangendo uma área de 319.129 km2. As áreas de coleta foram 

previamente identificadas, e as análises taxonômicas realizadas pelo Laboratório de Ecologia e 

Sistemática Vegetal (LESV) da Universidade do Estado do Rio Grande do Norte (UERN), 

utilizando como referência a literatura de APG IV (2016). 

 

4.2 Extração do óleo essencial  

 

Após a coleta, as folhas foram levadas para o Laboratório de Fisiologia e 

Bioquímica de Plantas (LFBP) localizado na UERN, para então serem submetidas a extração 

do óleo essencial através do processo de hidrodestilação com o auxílio do aparelho de 

Clevenger (Figura 10), proposto por Oliveira et al. (2012), com modificações. A massa foliar 

fresca foi inserida em um balão volumétrico de 5 L, com adição de 2 L de água destilada. 

 

Figura 10 - Aparelho de Clevenger. 

Fonte: Elaborado pelo autor. 
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Após o processo de extração, o óleo foi separado da água e desidratado por meio 

de um processo de filtração e evaporação com sulfato de sódio anidro e éter. Posterior ao 

processo de extração, o óleo foi acondicionado em frascos de vidro âmbar e armazenados em 

refrigeradores a 4 ºC para as subsequentes análises. 

 

4.3 Determinação da composição química do óleo essencial de Croton pluriglandulosus  

 

A análise da composição química do OE foi conduzida através da técnica de 

Cromatografia Gasosa acoplada à Espectrometria de Massas (GC-MS) utilizando um sistema 

Hewlett-Packard Modelo 5971 e um capilar de sílica fundida DB-5 não polar com dimensões 

de 30 mm x 0,25 mm de diâmetro interno e uma espessura de filme de 0,25 µm. O gás de arraste 

utilizado foi o hélio, com uma taxa de fluxo de 1 ml/min e uma proporção de divisão de 1/1. As 

temperaturas do injetor e detector foram mantidas a 250 °C e 200 °C, respectivamente. A 

programação da coluna ocorreu em duas etapas de rampa, iniciando a partir de 35 °C e 

aumentando a uma taxa de 4 °C por minuto até chegar a 180 °C. Em seguida, houve uma 

segunda etapa de rampa de 180 °C para 250 °C, a uma taxa de 10 °C por minuto. Durante o 

procedimento de análise, os espectros foram gravados na faixa de massa de 30 a 450 m/z. 

Para a identificação dos componentes individuais, os espectros obtidos foram 

comparados com aqueles presentes na base de dados do espectrômetro de massas, que inclui a 

biblioteca de Wiley L-built MS. Além disso, os índices de retenção foram empregados como 

parte do processo de pré-seleção dos componentes, auxiliando na identificação dos compostos 

presentes no OE de C. pluriglandulosus (OCp). 

 

4.4 Microrganismos 

 

No presente estudo foram utilizadas cepas padrões obtidas a partir do acervo da 

American Type Culture Collection (ATCC), sendo elas Staphylococcus aureus ATCC 25923, 

Staphylococcus aureus ATCC 700698, Staphylococcus epidermidis ATCC 12228, 

Staphylococcus epidermidis ATCC 35984 e Escherichia coli ATCC 11303. Além dessas, 

também foi utilizado um isolado clínico, a cepa Staphylococcus aureus JKD 6008. Detalhes das 

características das cepas podem ser vistas na Tabela 1. 
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Tabela 1 – Cepas utilizadas para os testes antimicrobianos. 
CEPAS  CARACTERÍSTICAS 

Staphylococcus aureus ATCC 25923  Sensibilidade a meticilina. 

Staphylococcus aureus ATCC 700698  Resistencia a meticilina (MRSA). 

Staphylococcus aureus JKD 6008 

Resistencia a meticilina (MRSA) e 

resistência intermediária a vancomicina 

(VISA). 

Staphylococcus epidermidis ATCC 12228 

Possui aplicações na bioinformática, 

teste em alimentos e controle de 

qualidade.  

Staphylococcus epidermidis ATCC 35984 
Produtora de adesina polissacarídica e 

resistente a meticilina (MRSE). 

Escherichia coli ATCC 11303  Produtora de aspartato aminotransferase. 
Fonte: www.atcc.org. 

 

4.5 Condições de cultura 

 

As condições de crescimento das cepas bacterianas seguiram o protocolo proposto 

pelo Clinical and Laboratory Standards Institute - CLSI (2015), com algumas modificações. 

Inicialmente, as cepas armazenadas no ultra freezer (-80 °C) em soluções de Caldo de Soja 

Triptona (TSB) contendo glicerol a 20%, foram estriadas em placas de Petri contendo meio 

Mueller Hinton Ágar (MHA) e posteriormente incubadas a 37 °C por 24 horas. Após o período 

de crescimento, foram selecionadas 3 a 5 colônias isoladas das placas, para serem inoculadas 

em tubos de ensaio contendo 5 ml de meio Mueller Hinton Caldo (MHB). Esses tubos foram 

novamente incubados nas mesmas condições mencionadas anteriormente, por um período de 

24 horas. 

Em seguida, as culturas foram transferidas para tubos tipo falcon de 50 ml e 

submetidas a uma centrifugação a 8.603 G a 4 °C por 5 minutos. Após a centrifugação, o 

sobrenadante foi descartado, e as bactérias ressuspendidas em um novo meio MHB (5 ml). 

Posteriormente, com o auxílio de um espectrofotômetro (Amersham Biosciences), a 

concentração das bactérias foi ajustada a 1x106 Unidades Formadoras de Colônias (UFC/ml), 

em uma densidade óptica (D.O.) de 620 nm com o uso de curvas de calibrações previamente 

realizadas para cada cepa testada. 
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4.6 Solubilização e diluição do óleo essencial  

 

A solubilização do óleo de Croton pluriglandulosus (OCp) seguiu as diretrizes de 

padronização do CLSI (2015) com modificações. Inicialmente, o óleo foi diluído em 

Dimetilsulfóxido (DMSO) P.A. e agitado em vórtex por alguns segundos. Em seguida, foi 

adicionado MHB de forma a alcançar concentrações finais de 8% de DMSO e 20 mg/ml de 

OCp. 

 

4.7 Determinação da concentração inibitória mínima (CIM) e da concentração bactericida 

mínima (CBM) 

 

Para determinar a atividade antibacteriana do óleo essencial, os ensaios de 

microdiluição em caldo foram conduzidos em placas de poliestireno de 96 poços de fundo "U" 

de acordo com as diretrizes do CLSI (2017), com modificações propostas por Vale et al. (2021). 

Para a determinação da Concentração Inibitória Mínima (CIM), todos os poços da linha "A" 

foram preenchidos com 200 μl da solução do OCp na concentração inicial de 20 mg/ml. Em 

seguida, 100 μl de meio MHB foram adicionados a todos os poços restantes. A diluição na base 

dois foi conduzida utilizando 100 μl da solução dos poços da linha A e diluído seriadamente até 

os poços da linha G, deixando todos com um volume final de 100 μl, para obter concentrações 

que variem de 20 mg/ml a 0,3125 mg/ml. 

Em seguida, 100 μl de uma suspensão bacteriana, previamente ajustada para a 

concentração de 1x106 UFC/ml, foi adicionada à placa. Isso resultou na redução pela metade 

das concentrações, tanto do óleo essencial, quanto da suspensão bacteriana e do DMSO. Como 

resultado, as concentrações finais de OCp variaram de 10 a 0,15625 mg/ml, e a suspensão 

bacteriana obteve uma concentração final de 5x105 UFC/ml, em um volume total de 200 μL. 

As placas então foram incubadas a 37 °C por 24 horas. Posteriormente foi mensurada a 

densidade óptica dos poços da placa de microtitulação a 620 nm utilizando leitor de microplacas 

(Spectramax). 

A Concentração Inibitória Mínima (CIM) foi determinada como a concentração que 

inibe visivelmente o crescimento bacteriano. Quanto a Concentração Bactericida Mínima 

(CBM), 24 horas após a incubação, foram retirados 10 μL dos poços em que não houve 

crescimento bacteriano e inoculados em placas de MHA. Essas placas de Petri foram incubadas 

nas mesmas condições mencionadas anteriormente. Após 24 horas, a menor concentração que 



 
42 

 

não apresentou crescimento visível de UFC (Unidades Formadoras de Colônias) foi 

considerada como a CBM. 

 

4.8 Avaliação da atividade antibiofilme 

 

Os ensaios de atividade antibiofilme foram conduzidos em placas de poliestireno 

de 96 de fundo chato e baseado em testes de microdiluição seriada, coloração com cristal violeta 

(CV) e contagem de UFCs de acordo com Stepanović et al. (2000), com modificações propostas 

por Vale et al. (2021). Todo o processo de montagem de placas ocorreu semelhante aos 

processos utilizados nos ensaios de CIM, entretanto a concentração bacteriana final nos ensaios 

de biofilmes foi de 1x106 UFC/ml e os meios utilizados para o crescimento bacteriano foram o 

Caldo de Soja Triptona (TSB) e Soja Triptona Ágar (TSA).  

 

4.8.1 Quantificação da biomassa bacteriana 

 

Para quantificar a biomassa dos biofilmes, foi empregado o método de coloração 

utilizando cristal violeta (CV). Inicialmente, os biofilmes foram submetidos a três lavagens com 

água destilada estéril, com o intuito de remover as bactérias fracamente aderidas. Em seguida, 

foram fixados com 200 µl de metanol a 99% por 5 minutos. Posteriormente, o metanol foi 

removido, e os biofilmes foram corados com 200 µl de CV a 1% por 5 minutos. Após a etapa 

de coloração, a fim de eliminar o excesso de corante, os poços foram submetidos a três lavagens 

com água destilada e o corante foi solubilizado pela adição de 200 µl de ácido acético a 33%. 

As placas foram lidas em um leitor de microplacas (Spectramax) a uma densidade óptica de 

590 nm. 

 

4.8.2 Determinação do número de células viáveis 

 

A quantificação do número de células viáveis após o tratamento com OCp foi 

realizada por meio do ensaio de determinação das Unidades Formadoras de Colônia (UFC). 

Após o período de exposição das bactérias ao composto durante 24 horas, as placas de 96 poços 

foram lavadas duas vezes com água destilada estéril para remover as células fracamente 

aderidas. Em seguida, 200 µl de água destilada estéril foi adicionada a todos os poços, e a placa 

submetida a um banho ultrassônico utilizando um aparelho Cristófoli/EQM-CF por 8 minutos. 

Posteriormente, foram realizadas diluições decimais das amostras, as quais foram plaqueadas 
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em meio TSA e incubadas em estufa a 37 °C por 24 horas. O número de UFC foi expresso em 

Log10 UFC/ml 

 

4.8.3 Ensaio da ação do OCp em biofilmes pré-formado 

 

Os ensaios com biofilmes pré-formados foram conduzidos em placas de 

poliestireno de 96 poços. Cada poço dessas placas foi preenchido com 200 µl de uma suspensão 

bacteriana na concentração de 1x106 UFC/ml e incubado a 37 °C por 24 horas. Posteriormente, 

o sobrenadante foi removido e os poços lavados duas vezes com PBS (Fosfato 10 mM; NaCl 

150 mM; KCl 2,7 mM; pH 7,2 – 7,4) e então adicionado 100 µL de meio TSB (controle negativo) 

e 100 µL de OCp previamente solubilizado em TSB com 4% de DMSO, em concentrações que 

variaram de 10 a 0,15625 mg/ml. As placas então foram incubadas a 37 °C por 24 horas. As 

análises subsequentes das placas incluíram a aplicação dos métodos de coloração com cristal 

violeta e determinação do número de células viáveis. Essas etapas seguiram os mesmos 

procedimentos que foram empregados nos ensaios de inibição da formação do biofilme. 

 

4.8.4 Microscopia Eletrônica de Varredura (MEV) 

 

As análises de Microscopia Eletrônica de Varredura (MEV) foram realizadas, 

seguindo a metodologia descrita por Vasconcelos et al. (2014), com algumas adaptações. As 

cepas bacterianas utilizadas foram Staphylococcus aureus ATCC 700698 e Escherichia coli 

ATCC 11303, para avaliação da inibição da formação de biofilmes seguindo as mesmas 

metodologias já mencionadas. No entanto, foram utilizadas lamínulas de vidro (Olen, K5-2020) 

e placas de 24 poços para o crescimento bacteriano. Durante o experimento, o OCp foi analisado 

na presença e na ausência das cepas bacterianas, em concentrações correspondentes à CIM e a 

½ CIM. Para as cepas que não apresentaram CIM, foram utilizadas concentrações de 10 e 5 

mg/ml para o ensaio. 

Após o período de incubação, as placas foram lavadas duas vezes com PBS para 

remover as células fracamente aderidas, e os biofilmes desidratados com etanol, seguindo as 

etapas de imersão em etanol a 70% por 10 minutos, 95% por 10 minutos e 100% por 20 minutos. 

Posteriormente, as placas foram secas em um dessecador, e as lamínulas contendo os biofilmes 

depositadas em suportes de alumínio. Essas amostras passaram pelo processo de metalização 

com partículas de ouro e, posteriormente, visualizadas através do MEV (Quanta 450 FEG, FEI, 

Waltham, MA, EUA). 
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4.8.5 Microscopia Confocal de Varredura a Laser (MCVL) 

 

A análise utilizando Microscopia Confocal de Varredura a Laser (MCVL) seguiu o 

procedimento descrito por Castelo Branco et al. (2016), com modificações. As cepas 

bacterianas utilizadas foram Staphylococcus aureus ATCC 700698 e Escherichia coli ATCC 

11303. Elas foram analisadas quanto a ação do OCp em biofilmes pré-formados, seguindo as 

metodologias previamente descritas. No que se refere a cultura das cepas, estas foram cultivadas 

em lamínulas de vidro do modelo Olen (K5-2020) utilizando placas de 24 poços. Durante as 

etapas experimentais, as bactérias foram analisadas na presença e na ausência do composto 

(OCp), aplicado na concentração da CIM. Para as cepas que não apresentaram CIM, foi 

utilizada a concentração de 10 mg/ml para o ensaio. 

Após o período de incubação, as placas foram submetidas a uma lavagem com PBS 

duas vezes e, em seguida, foram coradas utilizando o Kit de fluorescentes LIVE/DEAD 

(Invitrogen, EUA). Posteriormente as lamínulas foram lavadas novamente com PBS, a fim de 

remover o excesso de corante, e então levadas ao Microscópio Confocal Nikon C2, onde foram 

analisadas em dois comprimentos de onda distintos. Inicialmente, a excitação ocorreu a 488 

nm, permitindo a identificação do fluoróforo SYTO9, que realça as células viáveis, emitindo 

uma fluorescência na cor verde. Posteriormente, foi utilizado um comprimento de onda a 561 

nm, com a finalidade de identificar a presença de iodeto de propídio. Este composto é crucial 

para detectar células que estejam mortas ou que apresentem danos em sua membrana, emitindo 

uma fluorescência de cor vermelha ao interagir com os ácidos nucleicos. 

 

4.9 Análise estatística 

 

Todos os ensaios foram realizados em triplicata com pelo menos 3 repetições 

independentes. As análises estatísticas foram conduzidas utilizando o aplicativo GraphPad 

Prism® versão 7.0 para Microsoft Windows. Os dados obtidos foram submetidos a análise de 

variância (ANOVA), identificada diferença significativa, as médias foram submetidas ao teste 

de comparação múltipla Post-hoc de Bonferroni. Valores de p < 0,05 foram considerados 

estatisticamente significativos. 
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5 RESULTADOS  

 

5.1 Determinação da composição do óleo essencial de Croton pluriglandulosus 

 

Através da análise por GC-MS foi possível a identificação de aproximadamente 

97% dos componentes presentes no OCp. Entre esses componentes, destacam-se o 

monoterpeno eucaliptol, representando 25,63% do total, seguido pelo sesquiterpeno 

espatulenol, com 14,77%, e o terpeno α-Pineno, com 14,26%. Esses três compostos foram os 

constituintes majoritários do óleo essencial, como mostrado na Tabela 2. 

 
Tabela 2 – Composição química do óleo essencial de C. pluriglandulosus Carn. -Torres & Riina 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Fonte: Elaborada pelo autor. 
 

5.2 Determinação da CIMs e CBMs 

 

No que diz respeito a atividade antibacteriana, OCp foram observados valores de 

Concentração inibitória mínima (CIM) e concentração bactericida mínima (CBM) apenas 

contra as cepas da espécie S. aureus. Como pode ser observado na Tabela 3, os valores de CIM 

e CBM variaram entre 10 e 5 mg/ml. 

 

  CONSTITUINTES   IR  % 
1.  α­Pineno  7.577  14,26 
2.  β­Felandreno  8.888  0,98 
3.  Biciclo[3.1.1]heptano, 6,6­dimetil­2­metil  8.967  12,34 
4.  β­Mirceno  9.525  0,91 
5.  Ciclohexano, 1­metileno­4­(1­metilenotenil)  9.901  0,89 
6.  p­Cimeno  10.638  7,84 
7.  Ciclohexeno, 1­metil­5­(1­metilenotenil)  10.779  8,30 
8.  Eucaliptol  10.862  25,63 
9.  1,6­Octadien­3­ol, 3,7­dimetil­  13.353  1,17 
10.  Terpinen­4­ol  16.080  2,50 
11.  2­Ciclohexen­1­ona, 4­(1­metiletil)­  16.405  3,89 
12.  α ­Terpineol  16.567  3,62 
13.  β­cariofileno  24.205  2,32 
14.  Aromandendreno  24.813  1,48 
15.  Naftaleno, decahidro­4a­metil­1­metileno­7­(1 

metiletenil)­, [4aR­(4aα,7α,8aβ)]­ 
26.282  0,59 

16.  Espatulenol  29.015  14,77 
17.  Óxido de cariofileno  29.170  7,35 
Total  97,85 
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Tabela 3 - Concentrações inibitórias mínimas (CIMs) e concentrações bactericidas mínimas (CBMs) 

do óleo essencial de C. pluriglandulosus contra bactérias gram-positivas e gram-negativas. 
Óleo essencial de C. pluriglandulosus (mg/ml) 

CEPAS  CIM  CBM 
S. aureus ATCC 700698   10  10 
S. aureus JKD 6008  5  5 
S. aureus ATCC 25923  10  10 
S. epidermidis ATCC 12228  -  - 
S. epidermidis ATCC 35984  -  - 
E. coli ATCC 11303  -  - 

Fonte: Elaborada pelo autor. 

 

5.3 Avaliação da atividade de OCp sobre a formação de biofilmes 

 

Os efeitos da ação de OCp sobre a formação dos biofilmes para três cepas de S. 

aureus estão representados na Figura 11. Foi observada uma redução significativa na biomassa 

total dos biofilmes de todas as cepas bacterianas em todas as concentrações testadas de OCp, 

com exceção da cepa S. aureus ATCC 25923, onde o óleo não causou redução significativa na 

concentração de 0,3125 mg/ml (Fig. 11a). 

Para o biofilme da cepa S. aureus ATCC 25923, as concentrações de 10, 5 e 2,5 

mg/ml resultaram em uma porcentagem de inibição de 89%, 100% e 90%, respectivamente 

(Figura 11a). Em relação ao biofilme de S. aureus ATCC 700698, observou-se uma redução de 

99% para as concentrações de 10 e 5 mg/ml (Figura 11b). No caso de S. aureus JKD 6008, as 

inibições foram de 97%, 99% e 91% nas concentrações de 10, 5 e 2,5 mg/ml, respectivamente 

(Figura 11c). 

No que diz respeito ao número de células viáveis dos biofilmes, todas as cepas 

apresentaram uma redução significativa quando tratadas com as três maiores concentrações de 

OCp. Para o biofilme de S. aureus ATCC 25923 a concentração de 10 mg/ml reduziu o número 

de UFC em 4,0 logs (Fig. 11d), já na concentração de 5 mg/ml houve uma redução de UFC em 

3,6 logs. Além disso, essa cepa exibiu diminuição significativa dos logs de UFC nas 

concentrações de 1,25 e 0,625 mg/ml quando comparada com o controle. 

Nos estudos sobre biofilmes da espécie S. aureus ATCC 700698, o OCp induziu a 

diminuição de UFC em 3,8 logs na concentração de 10 mg/ml e em 4,0 logs na concentração 

de 5 mg/ml (Fig. 11e), também houve redução significativa na concentração de 0,625 mg/ml de 

OCp. Com relação aos estudos sobre biofilmes de S. aureus JKD 6008, OCp causou uma 
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diminuição em 4,7 logs na concentração de 10 mg/ml e em 3,6 logs na concentração de 5 mg/ml 

(Fig. 11f). 

 

Figura 11 – Efeito do óleo essencial de C. pluriglandulosus sobre a formação de biofilmes de 

diferentes cepas de S. aureus 

 
Fonte: Elaborada pelo autor. Quantificação de biomassa total (A, B, C) e número de células viáveis (D, E, F) dos 

biofilmes de S. aureus ATCC 25923, S. aureus ATCC 700698 e S. aureus JKD 6008 na presença do óleo de Croton 

pluriglandulosus. As barras de erro indicam o desvio padrão (DP).  *p < 0,05 em comparação ao grupo controle e 

****p <0,0001 em comparação ao grupo controle.  
 

As análises dos biofilmes das cepas de S. epidermidis e E. coli estão representadas 

na Figura 12. Os resultados revelaram uma redução significativa da biomassa total dos 

biofilmes em todas as concentrações testadas de OCp sobre todas as cepas. Para o biofilme de 

S. epidermidis ATCC 12228 houve uma porcentagem de inibição de 92% quando tratada com 

10 mg/ml de OCp, 89% em 5 mg/ml e 84% em 2,5 mg/ml (Fig. 12a). Além disso, a redução da 

biomassa do biofilme de S. epidermidis ATCC 35984 foi de 76% quando tratado com 10 mg/ml, 

83% em 5 mg/ml e 89% em 2,5 mg/ml (Fig. 12b). Por fim, para o biofilme de E. coli ATCC 

11303 as porcentagens de inibição foram de 95%, 82%, 77% para os tratamentos com 10, 5 e 

2,5 mg/ml de OCp, respectivamente (Fig. 12c). 

No que diz respeito ao número de células viáveis nos biofilmes, observa­se que S. 
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epidermidis ATCC 35984 e E. coli ATCC 11303 apresentaram reduções significativas em todas 

as  concentrações  testadas,  com  reduções  de  1  log  nas  concentrações  de  1,25  e  10  mg/ml, 

respectivamente (Fig. 12e­f). Quanto a S. epidermidis ATCC 12228, somente as concentrações 

de 2,5 e 0,625 mg/ml foram significativas; no entanto, houve um aumento no número de células 

viáveis nessas concentrações (Fig. 12d). 

 

Figura 12 - Efeito do óleo essencial de C. pluriglandulosus sobre a formação de biofilmes de 

cepas de S. epidermidis e E. coli. 

Fonte: Elaborada pelo autor. Quantificação de biomassa total (A, B, C) e número de células viáveis (D, E, F) dos 

biofilmes de S. epidermidis ATCC 12228, S. epidermidis ATCC 35984 e E. coli ATCC 11303 na presença do óleo 

de Croton pluriglandulosus. As barras de erro indicam o desvio padrão (DP).  *p < 0,05 em comparação ao grupo 

controle e ****p <0,0001 em comparação ao grupo controle.  
 

5.4 Avaliação da atividade de OCp sobre biofilmes pré-formados 

 

Em relação à atividade do OCp em biofilmes pré-formados para as diferentes 

estirpes de S. aureus, podemos observar na Figura 13 que não houve reduções significativas da 

biomassa total em nenhuma das concentrações testadas. É válido destacar que, para a estirpe de 

S. aureus JKD 6008, houve um aumento significativo da biomassa na concentração de 10 

mg/ml. No entanto, houve reduções significativas no número de unidades formadoras de 

colônia para todas as cepas testadas. O biofilme de S. aureus ATCC 25923, apresentou uma 
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redução significativa de 0,9 log na concentração de 10 mg/ml de OCp (Fig. 13d). Para o 

biofilme de S. aureus ATCC 700698, houve uma redução significativa de 0,8 log na 

concentração de 10 mg/ml (Fig. 13e), enquanto para o biofilme de S. aureus JKD 6008, as 

reduções foram de 1,3 log para 10 mg/ml, 1,3 log para 5 mg/ml, 0,8 log para 2,5 mg/ml e 0,9 

log na concentração de 1,25 mg/ml (Fig. 13f). 

 

Figura 13 – Efeito do óleo essencial de C. pluriglandulosus sobre biofilmes pré-formados de 

diferentes cepas de S. aureus 

Fonte: Elaborada pelo autor. Quantificação de biomassa total (A, B, C) e número de células viáveis (D, E, F) dos 

biofilmes de S. aureus ATCC 25923, S. aureus ATCC 700698 e S. aureus JKD 6008 na presença do óleo de Croton 

pluriglandulosus. As barras de erro indicam o desvio padrão (DP).  **p < 0,01 em comparação ao grupo controle, 

***p <0,001 em comparação ao grupo controle e ****p <0,0001 em comparação ao grupo controle.  
 

As análises da ação do OCp sobre os biofilmes pré-formados das cepas de S. 

epidermidis e E. coli podem ser vistas na Figura 14. Em relação a redução da biomassa total, 

não foram observadas reduções significativas para as cepas de S. epidermidis em todas as 

concentrações testadas. No entanto, para a cepa de E. coli 11303, houve uma redução 

significativa de aproximadamente 39% da biomassa nas concentrações de 0,625 mg/ml e 0,3125 

mg/ml (Fig. 14c). 

Em relação ao número de células viáveis, observou-se que para o biofilme de S. 

epidermidis ATCC 12228 não houve reduções significativas em nenhuma das concentrações 
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testadas (Fig. 14d). Por outro lado, o biofilme de S. epidermidis ATCC 35984 apresentou uma 

redução em 0,6 log na concentração de 10 mg/ml (Fig. 14e). Quanto ao biofilme de E. coli 

ATCC 11303 foram observadas reduções significativas de 1,3 a 0,8 log entre as concentrações 

de 10 a 1,25 mg/ml (Fig. 14f). 

 

Figura 14 – Efeito do óleo essencial de C. pluriglandulosus sobre biofilmes pré-formados de 

cepas de S. epidermidis e E. coli. 

Fonte: Elaborada pelo autor. Quantificação de biomassa total (A, B, C) e número de células viáveis (D, E, F) dos 

biofilmes de S. epidermidis ATCC 12228, S. epidermidis ATCC 35984 e E. coli ATCC 11303 na presença do óleo 

de Croton pluriglandulosus. As barras de erro indicam o desvio padrão (DP).  **p < 0,01 em comparação ao grupo 

controle e ****p <0,0001 em comparação ao grupo controle. 
 

5.5 Análise de Microscopia Eletrônica de Varredura (MEV) 

 

As eletromicrografias obtidas a partir dos biofilmes da cepa S. aureus ATCC 

700698, tratado com 10 e 5 mg/ml e não tratado com OCp podem ser observadas na Figura 13. 

Nas eletromicrografias dos biofilmes não tratados com OCp (Figura 15a-c), é evidente a 

regularidade morfológica do biofilme, com a presença de cocos agrupados, como 

frequentemente é observado em cepas do gênero Staphylococcus, além de uma alta densidade 

celular. No entanto, nos biofilmes tratados com óleo na concentração de 5 mg/ml (Figura 15d-

f), é evidente uma redução significativa nos aglomerados celulares, além de danos estruturais 
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na morfologia e topologia bacteriana, incluindo um possível extravasamento de material 

intracelular por danos causados na membrana. O mesmo padrão é observado nos biofilmes 

tratados com 10 mg/ml de OCp (Figura 15g-i), com uma diminuição significativa dos 

aglomerados celulares e modificações na morfologia e topologia celular, além de um aumento 

significativo das dimensões celulares. 

 

Figura 15 – Eletromicrografias da formação de biofilme de Staphylococcus aureus ATCC 

700698. 

Fonte: Elaborada pelo autor. Eletromicrografias de biofilmes não tratados com OCp (a, b, c); tratados com 5 mg/ml 

de OCp (d, e, f) e tratados com 10 mg/ml de OCp (g, h, i). Magnificação: ×10.000, ×40.000 e ×65.000. As setas 

brancas indicam alterações nas estruturas bacterianas. 
 

As eletromicrografias do biofilme de E. coli ATCC 11303, tratado com 10 e 5 mg/ml 

e não tratado com OCp podem ser observadas na Figura 16. Nas micrografias da bactéria não 

tratada com OCp (Fig. 16a-c), é evidente a regularidade morfológica das células bacterianas 

com o formato cilíndrico de bacilos, além de uma alta densidade celular. Por outro lado, os 

biofilmes tratados com 5 mg/ml de OCp, observa-se uma redução significativa dos aglomerados 

celulares, juntamente com danos na topologia celular, também é notável o extravasamento de 

líquido intracelular, provavelmente por danos causados na membrana (Fig. 16d-f). Em relação 
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as micrografias dos biofilmes tratados com 10 mg/ml do OCp pode-se observar reduções na 

densidade celular, modificações na morfologia e consequente extravasamento de líquido 

intracelular, assim como é visto no tratamento com 5 mg/ml (Fig 16g-i). No entanto, para este 

último, os danos na superfície celular são mais evidentes. 

 

Figura 16 – Eletromicrografias da formação de biofilme de Escherichia coli ATCC 11303. 

Fonte: Elaborada pelo autor. Eletromicrografias de biofilmes não tratados com OCp (a, b, c); tratados com 5 mg/ml 

de OCp (d, e, f) e tratados com 10 mg/ml de OCp (g, h, i). Magnificação: ×10.000, ×40.000 e ×65.000. As setas 

brancas indicam alterações nas estruturas bacterianas. 
 

5.6 Análise de Microscopia Confocal de Varredura a Laser (MCVL) 

 

As imagens obtidas dos biofilmes pré-formados de S. aureus e E. coli tratados com 

10 mg/ml e não tratados com OCp podem ser vistos na Figura 17. Nas imagens é possível 

observar as células vivas apresentarem-se com a fluorescência verde (coradas com SYTO 9), 

enquanto as células mortas aparecem com fluorescência vermelha (coradas com iodeto de 

propídio). A Figura 17a apresenta a fluorescência referente a cepa E. coli ATCC 11303, sendo 

possível observar uma grande quantidade de células vivas presente no biofilme pré-formado 

não tratado. Por outro lado, na Figura 17b, que representa o tratamento com 10 mg/ml de OCp, 
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observa-se uma considerável redução no número de células viáveis e um aumento das células 

mortas, indicado pela fluorescência vermelha. Esses resultados reafirmam a diminuição do 

número de células viáveis que podem ser observadas nas análises de UFC realizadas para o 

biofilme desta cepa (Fig. 14f). 

A Figura 17c corresponde ao biofilme pré-formado não tratado da cepa S. aureus 

ATCC 700698, sendo perceptível uma alta densidade de células vivas. Por outro lado, na Figura 

17d, observa-se o biofilme tratado com 10 mg/ml de OCp, a densidade celular é ainda maior do 

que no tratamento sem o composto. No entanto, é notório a presença equiparável de células 

vivas e mortas sobrepostas uma sobre as outras, sugerindo uma redução de células viáveis 

presentes no biofilme. Esses resultados são ratificados pelas análises de enumeração do número 

de células viáveis dos biofilmes pré-formado (Fig. 13e), que revela uma diminuição 

significativa no número de UFCs na concentração de 10 mg/ml de OCp. 

 

Figura 17 – Micrografias de biofilmes pré-formados de Escherichia coli ATCC 11303 e 

Staphylococcus aureus ATCC 700698 

Fonte: Elaborada pelo autor. Micrografias de biofilmes pré-formados de Escherichia coli ATCC 11303 não tratados 

com OCp (a) e tratados com 10 mg/ml de OCp (b) e micrografias de biofilmes pré-formados de Staphylococcus 

aureus ATCC 700698 não tratados com OCp (c) e tratados com 10 mg/ml de OCp (d). Magnificação: × 45. 
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6 DISCUSSÃO 

 

Os óleos essenciais são compostos provenientes do metabolismo secundário e são 

produzidos por diversas espécies vegetais. Em sua constituição, estão presentes diversos 

compostos químicos voláteis, como os terpenos (Stringaro; Colone; Angiolella, 2018). 

Atualmente, a literatura apresenta poucos estudos que avaliem os compostos presentes no OE 

de C. pluriglandulosus. No entanto, estudos de Carvalho et al. (2023), ao analisarem a 

composição do OE de C. pluriglandulosus, observaram que os compostos majoritários diferem 

dos encontrados no presente estudo, sendo estes a elmicina (25,77%), seguida de 

biciclogermacreno (9,37%) e cariofileno (8,99%). Já análises feitas por Vasconcelos et al. 

(2022) demonstraram que os componentes majoritários do OE para esta mesma espécie foram 

eucaliptol (17,41%), metileugenol (16,06%) e elmicina (15,99%). 

Ainda que o OE do estudo de Vasconcelos et al. (2022) apresente o mesmo 

constituinte majoritário, todos os três óleos divergem em sua composição. Essas variações na 

composição dos óleos essenciais de uma mesma espécie são esperadas, tendo em vista que, na 

literatura existem diversos relatos de constituições diferentes para o óleo de uma mesma espécie 

de Croton. Essas mudanças na composição são influenciadas por vários fatores, como 

temperatura, incidência solar, época do ano, tipo de solo, localização geográfica, clima, estágio 

de desenvolvimento da planta, método de coleta e extração, e características genéticas 

intrínsecas de cada população (Moghaddam & Mehdizadeh, 2017). 

Entretanto, é uma ocorrência comum na literatura que os principais compostos 

identificados neste estudo também sejam encontrados nos óleos essenciais de espécies 

pertencentes ao gênero Croton. Análises realizadas por Medeiros et al. (2017) demostraram que 

o principal constituinte volátil do OE de C. grewioides foi o α-pineno, representando 47,43% 

da composição total. Estudos feitos por García-Díaz et al. (2022) demonstraram que a 

composição do OE de C. linearis incluía o α-pineno como um de seus constituintes majoritários, 

com uma porcentagem de 11,1%. 

Pesquisas realizadas por Vidal et al. (2016) demonstram que o OE de C. 

rhamnifolioides possui o espatulenol como constituinte majoritário, representando 22,46% da 

sua composição. De forma semelhante, estudos feitos por Morais et al. (2019) mostraram que 

o espatulenol é um dos principais componentes do C. argyrophylloides e C. jacobinensis, com 

porcentagens de 42,54% e 15,41%, respectivamente. Além disso, estudos recentes de Nunes et 

al. (2023) identificaram os mesmos compostos majoritários no OE de C. blanchetianus, porém 

em porcentagens diferentes: eucaliptol (20,97%), espatulenol (14,73%) e α-pineno (10,21%). 
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Dentre os compostos presentes no OCp, o eucaliptol foi o que apresentou a maior 

concentração. O composto é caracterizado como um monoterpeno amplamente presente nos 

óleos essenciais de diversas espécies vegetais, especialmente no gênero Croton, e é bem 

conhecido por sua atividade antimicrobiana contra bactérias gram-positivas e gram-negativas 

(Morais et al., 2019). O espatulenol, por sua vez, é um sesquiterpeno que possui propriedades 

antioxidantes, antimicrobianas e anti-inflamatórias, já relatadas na literatura (Nascimento et al., 

2018). O α-pineno é um monoterpeno também muito encontrado em espécies vegetais. Embora 

estudos de Freitas et al. (2020) não tenham demonstrado atividade antimicrobiana para esse 

composto, outros estudos, como os de Aćimović et al. (2017) e Ramdani et al. (2013), indicam 

que ele possui atividade antimicrobiana. 

As análises da atividade antibacteriana do OCp demonstraram que o óleo apresenta 

CIM e CBM apenas para as cepas S. aureus ATCC 700698, S. aureus JKD 6008 e S. aureus 

ATCC 25923, não sendo observada a inibição completa do crescimento bacteriano de S. 

epidermidis ATCC 12228, S. epidermidis ATCC 35984 e E. coli ATCC 11303. Na literatura, 

não há relatos da atividade do OCp contra as espécies bacterianas utilizadas neste estudo. No 

entanto, Vasconcelos et al. (2022) demonstraram que o OE de C. pluriglandulosus apresentou 

CIM de 16 mg/ml para as seguintes cepas: Streptococcus mutans UA 159, Streptococcus mutans 

ATCC 25175, Streptococcus salivarius ATCC 7073 e Streptococcus sanguinis ATCC 15300, 

concentração maior do que as encontradas no presente estudo. 

Alguns estudos apresentam valores de CIM e CBM semelhantes aos encontrados 

para OCp, mas para outras espécies de Croton. Por exemplo, Siqueira et al. (2021) relataram 

que o OE de C. tetradenius apresentou CIM para E. coli ATCC 25922 em concentrações que 

variaram de 2,8 a 5,6 mg/ml e para S. aureus ATCC 25923 com concentrações de CIM entre 

2,8 e 11,3 mg/ml. Essas variações se devem ao fato de a análise ter focado em dois genótipos 

da mesma espécie de C. tetradenius. Outras pesquisas, como a de Rocha et al. (2021), 

demonstraram que a CIM e CBM para o OE de C. tetradenius para cepas de S. aureus foram 

de 4 mg/ml. Para outra espécie analisada, C. pulegiodorous, os valores de CIM e CBM foram 

de 8 mg/ml, assemelhando-se aos valores obtidos no presente estudo. Além disso, análises de 

Valarezo et al. (2021) mostraram que o OE de C. ferrugineus apresentou uma CIM superior a 

2,5 mg/ml para a cepa de S. aureus ATCC 25923. 

Estudos de Nunes et al. (2023) demonstraram que o óleo essencial de C. 

blanchetianus apresentou CIM de 0,78 mg/ml para as cepas S. aureus ATCC 700698, S. aureus 

ATCC 25923 e S. epidermidis ATCC 12228, e CBM de 1,56 mg/ml. Para a cepa S. epidermidis 

ATCC 35984, a CIM e a CBM foram de 1,56 mg/ml e 6,25 mg/ml, respectivamente. Para E. 
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coli ATCC 11303, a CIM foi de 1,56 mg/ml e a CBM de 3,12 mg/ml. Essas divergências na 

atividade antibacteriana dos óleos essenciais do gênero Croton podem ser atribuídas ao fato de 

que esses óleos são misturas complexas com variações na sua constituição química. Mesmo que 

um constituinte majoritário apresente efeito antimicrobiano comprovado, a combinação dos 

componentes do óleo pode resultar em respostas sinérgicas e/ou antagônicas (Valarezo et al., 

2021). 

Foi possível observar que o OCp não foi eficaz em inibir o crescimento bacteriano 

da E. coli ATCC 11303, o que é algo comumente encontrado na literatura para OE de espécies 

de Croton. Resultados de Vale et al. (2021) são semelhantes aos deste estudo, mostrando que o 

OE de C. piahuiensis obteve atividade bactericida apenas contra cepas de S. aureus e não 

apresentou efeito contra E. coli ATCC 11303. Estudos de Oliveira et al. (2022), demonstram 

que o OE de C. canduplicatus apresentou uma CIM de 256 µg/ml e CBM de 512 µg/ml para S. 

aureus ATCC 25923 e para S. aureus ATCC 33591, a CIM foi de 512 µg/ml e a CBM de 1024 

µg/ml, enquanto para E. coli ATCC 25922, não houve atividade inibitória. Pesquisas realizadas 

por Araujo et al. (2017) mostram que o OE de C. heliotropifolius não apresentou CIM e CBM 

para a cepa de E. coli ATCC 94863, mas apresentou uma CIM de 500 µg/ml para S. aureus 

ATCC 6538, porém, sem efeito bactericida em nenhuma das concentrações testadas. 

É possível observar que as bactérias gram-negativas são menos suscetíveis a ação 

dos óleos essenciais das espécies do gênero Croton, ao contrário das gram-positivas, que são 

mais sensíveis. Esses resultados são observados em diversos estudos (Daouda et al., 2014; 

Araujo et al., 2017; Leite et al., 2017; Oliveira et al., 2022). A principal justificativa cerne na 

presença da membrana externa das bactérias gram-negativas, que atua como uma barreira 

contra os agentes microbianos que têm como alvo a membrana celular. Isso inibe a ação da 

maioria dos OEs, cujo mecanismo de ação geralmente envolve interação e danos à membrana 

dos microrganismos (Vale et al., 2021). 

As análises de formação de biofilme tratados com OCp demonstraram uma redução 

significativa da biomassa em todas as cepas bacterianas testadas, mesmo que, conforme já 

mencionado, não tenha sido observada atividade contra as células planctônicas de S. 

epidermidis e E. coli. Para as espécies de S. aureus avaliadas, estas apresentaram reduções da 

biomassa mesmo em concentrações sub-inibitórias do OCp. 

Os resultados obtidos nas análises de formação de biofilme são comparáveis aos 

observados nos ensaios com células planctônicas, nos quais não foram encontrados CIM e CBM 

para as cepas de S. epidermidis e E. coli. Esse padrão se reflete na redução do número de UFCs, 

na qual essas cepas apresentaram reduções menores em comparação com as cepas de S. aureus, 
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que apresentaram CIM e CBM. Embora os resultados não sejam diretamente análogos devido 

as  diferenças  nas  atividades  metabólicas  das  células  em  estado  planctônico  e  de  biofilme, 

observa­se que o processo de formação do biofilme ainda é inibido. Isso se correlaciona com 

os dados de CIM e CBM, pois no procedimento experimental, o OCp é adicionado antes da 

formação do biofilme nas placas de poliestireno. Dessa forma, ele é capaz de atuar diretamente 

nas células planctônicas e interferir no processo de formação do biofilme. 

No entanto, em todas as espécies bacterianas estudadas, observamos reduções 

significativas na biomassa nos protocolos com biofilmes. Esse resultado é interessante, pois a 

redução da biomassa representa uma possível diminuição na matriz polimérica extracelular, que 

é um fator importante para a sobrevivência e resistência do biofilme (Gupta et al., 2016). 

Na literatura, não há relatos sobre a ação do óleo essencial de C. pluriglandulosus 

isoladamente contra biofilmes bacterianos. Os estudos registrados com essa espécie, como o de 

Vasconcelos et al. (2022), avaliaram o óleo essencial de C. pluriglandulosus em combinação 

com clorexidina. Portanto, este estudo é primeiro a analisar o OCp de forma isolada contra a 

formação de biofilmes bacterianos. Neste estudo de Vasconcelos et al. (2022), foi observado 

que, para a cepa S. mutans UA 159, não houve redução da biomassa, mas houve uma diminuição 

no número de UFCs. Em contraste, as cepas S. salivarius ATCC 7073 e S. mutans ATCC 25175 

apresentaram reduções na biomassa, mas não tiveram reduções significativas nas UFCs. 

Existem relatos de outros estudos que avaliaram o OE de outras espécies de Croton. 

Nunes et al. (2022) demonstraram que o OE de C. blanchetianus reduziu significativamente a 

biomassa das cepas S. aureus ATCC 700698, S. aureus ATCC 25923, S. epidermidis ATCC 

12228, S. epidermidis ATCC 35984 e E. coli ATCC 11303 em concentrações variando de 50 a 

0,78 mg/ml, concentrações cinco vezes maiores do que as avaliadas no presente estudo. 

Contudo, mesmo em concentrações menores, o OCp apresentou reduções semelhantes as 

observadas no estudo de Nunes et al. (2022). Nesse estudo, também foi relatado a diminuição 

no número de UFCs das cepas S. aureus ATCC 700698 e ATCC 25923, com reduções de 2 a 11 

log em comparação com o controle. As cepas de S. epidermidis ATCC 12228, S. epidermidis 

ATCC 35984 e E. coli ATCC 11303 apresentaram reduções de 1 a 8 log. A partir disso, podemos 

inferir que, assim como os resultados do OCp, o óleo de C. blanchetianus reduziu mais o 

número de UFCs das cepas de S. aureus. Estas observações possivelmente se devem à 

composição dos óleos, que, segundo análises de GC-MS, apresentaram os mesmos constituintes 

majoritários, embora em porcentagens diferentes. 

Vale et al. (2021) demonstraram que o OE de C. piauhiensis inibiu 

significativamente a formação do biofilme de S. aureus ATCC 25923, S. aureus ATCC 700698 
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e E. coli ATCC 11303 em todas as concentrações testadas (5 a 0,07% v/v). Entretanto, para os 

biofilmes de S. epidermidis ATCC 12228, a redução só foi significativa nas concentrações de 

5% a 1%. Os autores também mostraram que o OE de C. piauhiensis reduziu significativamente 

o número de células viáveis, cerca de 1 a 4 log para os biofilmes de S. aureus ATCC 25923, S. 

aureus ATCC 700698 e E. coli ATCC 11303. Já para o biofilme de S. epidermidis ATCC 12228, 

houve redução de 1 log nas duas maiores concentrações testadas (5% e 2,5%). Esses resultados 

se assemelham aos do presente estudo, pois, mesmo em concentrações diferentes, pode-se 

observar que a redução do número de UFCs foi mais significativa para cepas de S. aureus e E. 

coli do que para S. epidermidis, assim como observado com o OCp.  

A capacidade de redução da biomassa bacteriana é atribuída a características 

hidrofóbicas dos OEs, que podem se difundir pela parede das células bacterianas, causando 

danos e alterando a permeabilidade da membrana (Vale et al., 2021). Além disso, os 

componentes dos OEs podem atravessar a membrana celular, levando a danos na estrutura 

bacteriana, como a redução do potencial de membrana, lise celular e perda de íons, seguida de 

depleção de ATP (Angane et al., 2022). Esses danos na membrana bacteriana são evidenciados 

pelas eletromicrografias das cepas de S. aureus e E. coli, que mostram deformidades na 

morfologia padrão das células bacterianas, danos claros na superfície bacteriana e vazamento 

de líquido intracelular. Isso sugere que a ação do OCp ocorre diretamente na membrana, assim 

como observado em outros óleos essenciais mencionados na literatura. 

As alterações na membrana são visíveis nas eletromicrografias tanto para S. aureus 

quanto para E. coli, mesmo que esta última não tenha apresentado CIM e CBM. No entanto, 

houve reduções significativas na sua biomassa e no número de células viáveis nas 

concentrações de 10 e 5 mg/ml, o que é consistente com as imagens obtidas, pois uma parte das 

células foram afetadas pelo OCp. Além disso, nas imagens é possível observar um aumento das 

dimensões celulares. Esse processo está frequentemente associado à divisão celular, na qual, 

devido à ausência de membrana, a célula acaba sofrendo lise. 

É importante destacar que os estudos conduzidos por Vale et al. (2021) não 

registraram atividade bactericida nas cepas de S. epidermidis e E. coli. No entanto, eles 

observaram ação antibiofilme, similar aos resultados encontrados no estudo com o OCp. Outros 

trabalhos também relatam a falta de atividade contra células planctônicas, mas destacaram a 

eficácia na ação contra biofilmes. Por exemplo, os estudos de Kavanaugh e Ribbeck (2012) 

analisaram o efeito do OE de Thymus vulgaris em biofilmes de S. aureus e P. aeruginosa, 

demonstrando sua efetividade na inibição da formação de biofilme, embora não tenha 

apresentado ação contra células planctônicas. Essa capacidade de combater biofilmes sem afetar 
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o desenvolvimento de células planctônicas é altamente promissora, uma vez que pode prevenir 

o surgimento de cepas resistentes aos agentes antimicrobianos (Vale et al., 2021). 

As análises de OCp com biofilmes maduros demostraram que não houve redução 

na biomassa, exceto para a E. coli ATCC 11303, que apresentou uma redução significativa de 

cerca de 39% da biomassa. Quanto à redução das UFCs, todas as cepas tiveram diminuições no 

número de log, exceto S. epidermidis 12228. 

Atualmente, existem poucos estudos que relacionam a atividade de OE do gênero 

Croton com a inibição de biofilmes maduros. No entanto, estudos de Oliveira et al. (2022) 

mostraram que o OE de C. canduplicatus reduziu a biomassa de biofilmes maduros em 32% 

para S. aureus ATCC 25923 e em 27% para S. aureus ATCC 33591. Estudos de Firmino et al. 

(2019) demonstraram que o ICB4, um diterpeno isolado do OE de C. blanchetianus, apresentou 

uma redução de 71,2% na biomassa de S. parasanguinis ATCC 903 e uma redução de 1,76 log 

na concentração de 125 µg/ml. O ICB4 também foi avaliado contra S. mutans ATCC 700610, 

resultando em uma redução de 75% da biomassa do biofilme, mas com uma redução de apenas 

0,8 log na concentração de 125 µg/ml. Pode-se observar que, mesmo com reduções 

significativas na biomassa, os valores de redução de UFCs são relativamente semelhantes e 

próximos aos obtidos com o OCp. 

Estudos de Vale et al. (2019) avaliaram a ação do OE de Vitex gardneriana contra 

biofilmes pré-formados de cepas de S. aureus ATCC 25923 e P. aeruginosa ATCC 10145. 

Observou-se uma diminuição da biomassa de S. aureus nas concentrações de 2,5 a 0,625% 

(v/v), mas essa diminuição não foi observada para P. aeruginosa. Em relação as UFCs, S. aureus 

apresentou reduções significativas apenas nas concentrações de 2,5% e 1,25%, enquanto P. 

aeruginosa não apresentou redução em nenhuma das concentrações testadas. 

Análises recentes de Lopes et al. (2024) demonstraram a atividade do OE de Lippia 

grata contra biofilmes maduros de S. aureus ATCC 25923, em que não houve reduções 

significativas da biomassa nos estudos dessa cepa. Entretanto, para S. aureus ATCC 700698 e 

JKD 6008, os biofilmes apresentaram reduções significativas na biomassa em concentrações de 

10 a 2,5 mg/ml. Em relação ao número de unidades formadoras de colônias (UFC), os biofilmes 

de todas as cepas de S. aureus tratadas tiveram uma redução de aproximadamente 2 log. 

Comparando esses resultados com os do OCp, observa-se uma semelhança nas reduções de log 

nos estudos de UFC, apesar do OCp não ter obtido reduções de biomassa como o OE de L. 

grata. 

Pesquisas de Melo et al. (2019) analisaram o OE de Ocimum gratissimum contra 

biofilmes maduros de cepas multirresistentes de S. aureus (5B) e E. coli (P12). Observou-se 
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uma redução significativa tanto da biomassa quanto do número de UFCs, sendo essa redução 

ainda maior para a cepa de E. coli, com uma diminuição de 8 log, e de 4 log para S. aureus na 

concentração de 1 mg/ml. Estudos de Jardak et al. (2017) demonstraram que o OE de 

Rosmarinus officinalis foi capaz de inibir o biofilme pré-formado de S. epidermidis S61 em 

67,53% na concentração de 50 µl/ml e 29,05% na concentração de 12,5 µl/ml. Os autores 

destacam que esses resultados para biofilmes maduros são inferiores aos obtidos na formação 

do biofilme, o que também foi observado com o OCp. 

Como foi observado, houve uma redução na atividade antibiofilme do OCp para os 

biofilmes maduros. No entanto, essas reduções são esperadas, pois, quando os microrganismos 

se encontram nesse estado, podem ser até 1000 vezes mais resistentes do que na sua forma 

planctônica (Karygianni et al., 2014). Nessas comunidades, eles exibem tolerância/resistência 

a múltiplas drogas e conseguem sobreviver em ambientes hostis, contornando as pressões 

seletivas (Olwal et al., 2019). Atualmente, sabe-se que a própria atividade metabólica das 

células presentes nos biofilmes é variada: na superfície, há uma maior atividade, enquanto nas 

regiões mais interna a atividade é menor, o que dificulta a ação de antimicrobianos (Soares et 

al., 2019). 

Mesmo sem a redução da biomassa, observou-se que a concentração de 10 mg/ml 

de OCp reduziu significativamente o número de Unidades Formadoras de Colônias (UFCs) para 

quase todas as cepas. Essas reduções foram confirmadas pelas análises de microscopia confocal, 

que mostraram um aumento visível no número de células bacterianas mortas em comparação 

com o controle. No entanto, ainda é possível observar células bacterianas vivas nos biofilmes 

maduros de E. coli, o que corrobora com os dados das células planctônicas onde OCp não 

apresentou CIM e CBM. Além disso, a microscopia confocal revelou um aumento da densidade 

bacteriana, principalmente para a cepa de S. aureus ATCC 700698. Isso pode ter sido causado 

pelo aumento de estresse no biofilme, levando a uma maior produção de EPS e, 

consequentemente, a um aumento da biomassa. Isso pode justificar os altos valores de biomassa 

observados, principalmente para a cepa S. aureus JKD 6008 em 10 mg/ml, mas ainda assim 

houve reduções em seu número de UFCs. 

A atividade antibacteriana e antibiofilme descrita neste estudo está estritamente 

relacionada com a composição do OCp e a interação entre seus compostos. O eucaliptol (1,8-

cineol) foi identificado como o composto majoritário presente no OCp. Este composto, 

amplamente estudado e com vários relatos na literatura sobre sua atividade antimicrobiana, é 

conhecido (assim como a maioria dos terpenos) pela sua capacidade de permeabilizar a 

membrana e danificar a estrutura bacteriana (Angane et al., 2022). Ademais, estudos de 
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Packiavathy et al. (2012) demonstraram que vários terpenos, incluindo o eucaliptol, têm a 

capacidade de bloquear receptores que recebem sinais de vários autoindutores, inibindo a via 

de quorum sensing, que é crucial para o processo de formação do biofilme. 

Diversos estudos relatam os mecanismos antimicrobianos do eucaliptol. Moo et al. 

(2021)  avaliaram  diversos  mecanismos  de  ação  do  eucaliptol  em  Klebsiella  pneumoniae. 

Nesses estudos, constatou­se que o eucaliptol afetou significativamente a membrana bacteriana, 

aumentando sua carga superficial, o que indica uma perda de lipopolissacarídeos na membrana 

e,  consequentemente,  um  aumento  na  permeabilidade  da  membrana.  Esse  aumento  na 

permeabilidade prejudica as funções da cadeia respiratória, resultando em uma diminuição dos 

níveis de ATP. Os estudos também relataram a liberação de conteúdo intracelular, como ácidos 

nucleicos e proteínas, para o ambiente extracelular. 

O eucaliptol é um composto conhecido há bastante tempo e com propriedades 

terapêuticas bem estabelecidas. Existem registros na Alemanha do seu uso em cápsulas 

contendo 100 ou 200 mg, sendo comumente utilizado para o tratamento de doenças 

inflamatórias como distúrbios respiratórios, resfriados, bronquites, asma e sinusite (Juergens et 

al., 2003). A administração oral desse terpeno é bem compreendida: ele é absorvido no intestino 

delgado e metabolizado pelo fígado. Sua disponibilidade sistêmica ocorre pela corrente 

sanguínea, podendo também atingir o sistema brônquio e ser exalado pelas vias aéreas, o que 

permite que seus benefícios se estendam ao sistema respiratório como um todo (Beauchamp; 

Kirsch; Buettner, 2010). 

Estudos de Hriouech et al. (2020) demonstraram que o eucaliptol possui uma 

atividade bacteriana mais fraca em comparação com antibióticos comuns. No entanto, o efeito 

combinado do terpeno com antibióticos como gentamicina e amoxicilina reduziu 

significativamente a CIM dos fármacos, evidenciando a atividade sinérgica do eucaliptol e seu 

potencial uso em combinações terapêuticas. O 1,8-cineol é considerado bastante seguro e bem 

tolerado em doses terapêuticas normais. Contudo, seu uso excessivo, seja por ingestão oral, 

inalação ou aplicação na pele, pode causar efeitos de toxicidade aguda (Colalto, 2020). 

Os terpenos são compostos naturais considerados relativamente seguros, porém, são 

capazes de alterar a fluidez da membrana e atravessá-las, podendo levar a morte celular (Baser 

e Buchbauer, 2015). Além disso, há relatos na literatura de que os monoterpenos podem 

apresentar propriedades hepatotóxicas, embora tenha sido registrado apenas em modelos 

animais (Zárybnický et al., 2018). Contudo, estudos de Rodrigues et al. (2015) mostraram que 

o α-pineno apresentou baixa toxicidade contra eritrócitos humanos, com uma HC50 de 233,3 

µg/ml, esses dados sugerem possíveis aplicações seguras para o OCp, tendo em vista a baixa 
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toxicidade de um dos seus constituintes.  

Podemos conjecturar usos tópicos promissores do OE de C. pluriglandulosus, 

reforçado por diversas pesquisas na literatura. Estudos de Mohammed et al. (2022) 

demonstraram que uma pomada contendo eucaliptol auxiliou no processo de cicatrização de 

feridas em ratos, reduzindo o processo inflamatório. Análises de Bulhões et al. (2022) 

mostraram que o OE de L. gracilis, em pomada (10%), acelera a cicatrização de lesões cutâneas 

e reduz a inflamação em feridas em ratos. Estudos de Tadele et al. (2009) demonstraram que 

uma formulação tópica de OE de Thymus vulgaris a 1% (p/v) em bases hidrofílicas foi capaz 

de inibir o crescimento bacteriano de P. aeruginosa e S. aureus em níveis comparáveis a 

produtos antimicrobianos comerciais. Pesquisas de Oladimeji et al. (2015) demonstraram que 

uma pomada à base de OE de Lippia multiflora (10%) em uma base de gordura de lã hidratante 

apresentou eficácia na inibição de bactérias causadoras de infecções na pele, como S. aureus e 

P. aeruginosa. 

Além do uso potencial em pomadas, há também a possibilidade de utilizar o OE de 

C. pluriglandulosus em filmes e revestimentos comestíveis. Muitos óleos essenciais são 

empregados na composição desses filmes para conferir propriedades antimicrobianas e 

melhorar outros aspectos físico-químicos. Um exemplo disso é visto nos estudos de Vahedikia 

et al. (2019), que demonstraram que um filme de zeína combinado com nanopartículas de 

quitosana e OE de canela apresentou potencial antibacteriano contra S. aureus e E. coli. Esse 

filme resultou em uma embalagem natural alimentícia promissora, com boas características 

físicas, estruturais e antibacterianas. 

Estudos promissores têm avaliado o uso de OEs em curativos. Lemnaru et al. (2023) 

investigaram a incorporação dos OEs de noz-moscada e agulha de abeto em curativos a base de 

celulose bacteriana. No estudo, os autores observaram que os compostos voláteis dos OEs 

foram liberados pelas membranas dos curativos. Eles demonstraram que as propriedades 

antiaderentes dessas membranas são eficazes no tratamento de infecções cutâneas causadas por 

cepas bacterianas de S. aureus ATCC 25923 e E. coli 25922. 

Gheorghita et al. (2022) analisaram a atividade de OEs de erva-doce, hortelã-

pimenta, pinho e tomilho incorporados em matrizes poliméricas a base de 

polivinílico/polivinilpirrolidona (PVA/PVP) para serem usados como curativos no tratamento 

de úlceras de pressão. Os curativos demonstraram alta eficiência, especialmente na atividade 

antimicrobiana contra cepas de S. aureus ATCC 25923 e E. coli ATCC 25922, além de não 

apresentarem toxicidade ou alterações morfológicas nas células de fibroblastos. Esses curativos 

representam uma alternativa aos disponíveis no mercado, que são limitados a absorver 
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exsudatos de feridas abertas. A proposta dos autores visa não apenas auxiliar na cicatrização, 

mas também liberar compostos importantes no combate de infecções. 

Estudos realizados por Lamarra et al. (2020) avaliaram o uso de emulsões a base 

de quitosana funcionalizadas com óleo essencial de Myrocarpus fastigiatus e PVA. O curativo 

demonstrou eficácia antimicrobiana contra S. aureus e S. epidermidis e promoveu a regeneração 

celular após 24 horas de contato, sem apresentar citotoxicidade para células HaCaT. Com base 

nesses resultados, os autores concluíram que o curativo é útil para o tratamento de queimaduras 

superficiais e feridas leves, devido a sua capacidade de liberação controlada do óleo essencial 

de Myrocarpus fastigiatus. 
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7 CONSIDERAÇÕES FINAIS 
 

O óleo essencial de C. pluriglandulosus apresentou como principal componente o 

eucaliptol. Em relação a sua atividade antimicrobiana, foi demonstrado efeitos bactericidas e 

bacteriostáticos apenas contra as cepas de S. aureus. No entanto, as análises da atividade 

antibiofilme revelaram que o OCp foi capaz de reduzir a biomassa de todas as cepas avaliadas 

nesse estudo em quase todas as concentrações testadas. Além disso, o OCp também diminuiu a 

viabilidade celular das cepas sendo as mais notáveis observadas em S. aureus. Esses dados são 

corroborados pelas análises de Microscopia Eletrônica de Varredura, que evidenciaram danos 

estruturais nas células bacterianas.  

No que diz respeito a atividade antibiofilme dos biofilmes maduros, houve uma 

diminuição na eficácia do OCp, pois não foram observadas reduções significativas na biomassa 

para nenhuma cepa e em nenhuma concentração testada, com exceção de E. coli ATCC 11303. 

Por outro lado, a viabilidade celular foi reduzida em quase todas as cepas de Staphylococcus, 

na maior concentração de 10 mg/ml, com a exceção de S. epidermidis ATCC 12228, que não 

apresentou redução no número de UFC. Contudo, os dados que demonstram a redução da 

viabilidade celular do biofilme maduro são corroborados pelos dados das imagens de 

microscopia confocal. Essas imagens revelam um aumento no número de células mortas na 

presença do OCp, evidenciando sua ação sobre a membrana celular. Esse mecanismo é 

observado tanto pelo MEV quanto pelo MCVL. 

Esses resultados demonstram que o OCp é um composto natural promissor para o 

tratamento de infecções causados por biofilmes bacterianos das espécies S. aureus, S. 

epidermidis e E. coli. Futuramente, o OCp pode ser incorporado em pomadas ou curativos para 

o tratamento de infecções ou feridas, devido à sua capacidade de reduzir a viabilidade celular 

bacteriana, especialmente em cepas de S. aureus. Além disso, pode ser empregado para a 

composição de filmes a fim de reduzir processos de contaminação em alimentos. No entanto, 

são necessários novos estudos para analisar essas premissas. 
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