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atividades antioxidante, tóxica e antibacteriana contra Corynebacterium diphtheriae. 

2023. 105 f. Tese (Doutorado em Biodiversidade e Biotecnologia - BIONORTE) – 

Universidade Federal do Maranhão, São Luís, 2023. 

 

RESUMO 

 

A difteria é uma doença bacteriana ocasionada por Corynebacterium diphtheriae, a possui 

preocupantes relatos de resistência às drogas de escolha. Nesse contexto, o interesse crescente 

no uso óleo essencial (OE) pode constituir uma ajuda na atenção primária à saúde. Neste 

trabalho, objetivou-se investigar as composições químicas dos OE das especiarias populares 

Cinnamomum verum J. Presl. (canela) e Syzygium aromaticum (L.) Merr. & L.M. Perry 

(cravo) e as atividades biológicas sobre isolados de C. diphtheriae. Os insumos vegetais de C. 

verum (folhas) e S. aromaticum (inflorescências) foram submetidos a extração dos OE, 

através de arraste por vapor d’água, os quais foram submetidos a análise química por 

cromatografia gasosa acoplada à espectrometria de massas.  Posteriormente, analisou-se a 

capacidade antioxidante, utilizando o método de fosfomolibdênio de amônio. Também foram 

verificados atividade hemolítica e realizados bioensaios em Artemia salina e Tenebrio molitor 

com os OE. Foram feitos também experimentos para determinação de concentração mínima 

inibitória e bactericida dos OE em 5 amostras clínicas de C. diphtheriae isoladas no Maranhão 

e 2 amostras padrão. Por ter apresentado concentração inibitória mínima para todos os 

isolados, foi examinada a influência do OE de S. aromaticum sobre a morfologia bacteriana e 

na formação do biofilme, na concentração ½ da inibitória. O composto majoritário para 

ambos os OE foi eugenol, com 72,11% no de C. verum e 44, 29% no de S. aromaticum. O OE 

de C. verum apresentou 21,5% de atividade antioxidante e o de S. aromaticum 40,6%. A 

atividade hemolítica dos OE foi considerada baixa, tendo o OE de C. verum provocado 

hemólise na concentração de 225 µg/mL e o de S. aromaticum na concentração de 514 

µg/mL. Na avaliação da toxicidade para A. salina, o OE de C. verum apresentou CL50 de 1, 37 

µg/mL e o S. aromaticum CL50 de 377, 25 µg/mL, demonstrando alta toxicidade. Nos testes 

com T. molitor, a média de sobrevivência foi 56,88% com aplicação do OE de C. verum e de 

80% com o OE de S. aromaticum. Quatro dos isolados (MA 19, MA 23, MA 52, MA 150) 

tiveram crescimento inibido pelo OE de C. verum em concentrações variando entre 1.500 a 

750 μg/mL, porém para nenhum destes foi verificada concentração bactericida mínima, 

enquanto que todos os isolados foram inibidos em concentrações que variaram entre 1.000 a 

62,5 µg/mL com o OE de S. aromaticum e para dois dos isolados testados verificou-se 

concentração bactericida mínima de 2.000µg/mL. O OE de S. aromaticum não foi capaz de 

alterar a morfologia bacteriana e para apenas um isolado inibiu a produção do biofilme. Desse 

modo, os OE demonstraram capacidade de inibição dos isolados testados e, em sua 

composição, substâncias com atividades antimicrobianas já descritas em literatura, cujas 

propriedades podem indicar características interessantes para produção de novos fármacos. 
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ABSTRACT 

 

Diphtheria is a bacterial disease caused by Corynebacterium diphtheriae, which has worrying 

reports of resistance to the drugs of choice. In this context, the growing interest in use of 

essential oil (EO) can be an aid in primary health care. In this work, the objective was to 

investigate chemical compositions of EOs of the popular spices Cinnamomum verum J. Presl. 

(cinnamon) and Syzygium aromaticum (L.) Merr. & L.M. Perry (clove) and biological 

activities on isolates of C. diphtheriae. The plant inputs of C. verum (leaves) and S. 

aromaticum (inflorescences) were subjected to EO extraction, through water vapor drag, 

which were subjected to chemical analysis by gas chromatography coupled to mass 

spectrometry. Subsequently, the antioxidant capacity was analyzed using the ammonium 

phosphomolybdenum method. Hemolytic activity was also verified and bioassays were 

carried out on Artemia salina and Tenebrio molitor with the EOs. Experiments were also 

carried out to determine the minimum inhibitory and bactericidal concentration of EOs in 5 

clinical samples of C. diphtheriae isolated in Maranhão and 2 standard samples. As it 

presented a minimum inhibitory concentration for all isolates, the influence of EO of S. 

aromaticum on bacterial morphology and biofilm formation was examined at a concentration 

½ of the inhibitory concentration. The majority compound for both EOs was eugenol, with 

72.11% in that of C. verum and 44.29% in that of S. aromaticum. The EO of C. verum showed 

21.5% antioxidant activity and that of S. aromaticum 40.6%. The hemolytic activity of EOs 

was considered low, with EO of C. verum causing hemolysis at a concentration of 225 µg/mL 

and S. aromaticum at a concentration of 514 µg/mL. In the toxicity assessment for A. salina, 

the EO of C. verum presented an LC50 of 1.37 µg/mL and the S. aromaticum LC50 of 377.25 

µg/mL, demonstrating high toxicity. In tests with T. molitor, the average survival rate was 

56.88% with the application of EO of C. verum and 80% with EO of S. aromaticum. Four of 

the isolates had growth inhibited by EO of C. verum at concentrations ranging between 1,500 

and 750 μg/mL, however, for none of these, a minimum bactericidal concentration was 

observed, while all isolates were inhibited at concentrations ranging between 1,000 and 62.5 

µg/mL with the EO of S. aromaticum and for two of the tested isolates there was a minimum 

bactericidal concentration of 2,000µg/mL. The EO of S. aromaticum was not able to alter 

bacterial morphology and for only one isolate it inhibited biofilm production. Thus, the EOs 

demonstrated the capacity to inhibit the tested isolates and, in their composition, substances 

with antimicrobial activities already described in the literature, whose properties may indicate 

interesting characteristics for the production of new drugs. 

 

Keywords: Antibacterial; Biofilm; Corynebacterium diphtheriae; Essential oils 
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1 INTRODUÇÃO  

Nas últimas duas décadas, o mundo tem vivenciado novos surtos de doenças 

infecciosas emergentes e reemergentes com potencial epidêmico que ocasionaram perdas 

de vidas, resultando em uma preocupação crescente. Uma dessas doenças é a difteria, 

listada pela Organização Mundial de Saúde em 2018 como uma das doenças infecciosas 

prioritárias que ameaçam a segurança global da saúde (ZUMLA e HUI, 2019). 

A difteria costumava ser uma das infecções com alta mortalidade em crianças 

pequenas (DITTMAN et al., 2000), sendo Corynebacterium diphtheriae o principal agente 

etiológico (LEGGET et al., 2010). A partir do crescimento da bactéria na faringe e a 

evolução do quadro, ocorre a formação de uma pseudomembrana resultante da combinação 

dos efeitos do crescimento bacteriano, produção de toxina, necrose tecidual e resposta 

imune do hospedeiro (SALYERS e WHITT, 1994). 

Com o desenvolvimento da vacina toxóide, a doença foi amplamente controlada no 

mundo, porém milhares de casos de difteria ainda são relatados anualmente (DUREAB et 

al., 2018; WHO, 2018; RAHMAN e ISLAM, 2019). Em países com alta cobertura vacinal, 

os casos de difteria estão associados a viagens e migração de regiões endêmicas 

(ZAKIKHANY e EFSTRATIOU, 2012; MEINEL et al., 2016; SCHEIFER et al., 2019), 

uma vez que a vacina contra a difteria é composta pela forma inativada da toxina diftérica, 

o que permite a colonização assintomática e a transmissão silenciosa do patógeno, 

necessitando de intensa vigilância epidemiológica (SHARMA et al., 2019; HENNART et 

al., 2020). 

Outras possíveis razões para que ainda ocorram casos esporádicos de difteria no 

mundo incluem falhas no cumprimento da programação e no reforço das vacinas, 

campanhas contra vacinação e imunossenescência (BERMEJO-MERTIN et al., 2016).  

Em 2020, Brasil, República Dominicana, Haiti e República Bolivariana da 

Venezuela confirmaram casos de difteria. No Brasil, entre 2010 e 2019, foram notificados 

662 casos suspeitos de difteria, dos quais 77 (12%) foram confirmados, incluindo 8 óbitos. 

A região Nordeste teve a maior proporção de casos confirmados (58%), seguida das 

regiões Sudeste (18%) e Sul (10%) (OPAS, 2020). 

No Maranhão, em 2010, três municípios do estado, onde a cobertura vacinal atinge 

56%, tiveram registro de 27 casos de difteria confirmados, a maioria em crianças, e três 

desses casos resultaram em morte, sendo duas em crianças com esquema de vacinação 

completo (SANTOS et al., 2015). 
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Isolados de C. diphtheriae provenientes de quadros de difteria e infecções invasivas 

no continente Europeu já exibiram tolerância as drogas de escolha, tais como penicilina e 

eritromicina (PATEY et al., 1995). No Brasil também foi documentada resistência ou 

suscetibilidade intermediária a essas mesmas drogas (SANTOS et al., 2015).  

Apesar dos relevantes conhecimentos adquiridos durante os anos em diferentes 

áreas de pesquisa e estudos, as estratégias disponíveis para erradicar a difteria ainda são 

insuficientes (MATTOS-GUARALDI et al., 2011). As vacinas são a forma de conter o 

avanço de epidemias, porém não erradicam o portador assintomático da população, o que 

permite a circulação de cepas toxigênicas e atoxigênicas que, ao ocorrer declínio na 

imunidade da população aliada a falta de reforços vacinais, permitem a sua ocorrência 

esporádica (FORMIGA e MATTOS GUARALDI, 1993; GALAZKA e ROBERTSON, 

1995; DIAS, 2011). 

Nesse contexto de resistência bacteriana frente aos antibióticos, a busca por drogas 

ou compostos que melhorem a atividade dos medicamentos de escolha encontrou forte 

fonte de pesquisa nos produtos naturais (extratos, óleos e fitoconstituintes), em particular 

nas plantas medicinais que, em certas circunstâncias, constituem ajuda nos cuidados 

primários de saúde e complemento terapêutico compatível com a medicina convencional 

(CIRINO, 2014).  

Para que se possa utilizar produtos oriundos de plantas no tratamento de 

efermidades deve haver garantia de segurança em relação a efeitos tóxicos, além de 

conhecimentos sobre efeitos secundários, interações, contraindicações, mutagenicidade, 

dentre outros. Portanto, a existência de ensaios farmacológicos e experimentação clínica 

que demonstrem eficácia para este tipo de produto terapêutico é de extrema importância 

(ARAÚJO et al., 2007). 

Historicamente, as plantas têm sido utilizadas para o tratamento de várias doenças 

na medicina tradicional (JOHNY et al., 2010). Nas concentrações consideradas 

bactericidas, compostos vegetais podem causar dano à membrana, a perda de produção de 

energia, disfunção enzimática e extravazamento de conteúdos celulares, o que prejudica a 

fisiologia e leva a morte das células (TSUCHIYA e IINUMA, 2000). A atividade 

antimicrobiana de plantas como Piper betel (pimenta betel) e Terminalia catappa 

(amendoeira) já foi descrita para diferentes corinebactérias, incluindo C. diphtheriae 

(UNNIKRISHMAN et al., 2014).  

A partir de especiarias ou ervas medicinais, plantas inteiras ou mesmo partes como 

folhas, frutas, flores e cascas, é possível extrair óleos essenciais (OE). Os OE são 
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caracterizados como misturas complexas de compostos de baixo peso molecular, sendo 

alguns altamente voláteis e capazes de gerar sabores e/ou aromas. Em temperatura 

ambiente, apresentam-se no estado líquido com aspecto claro ou incolor. Não se misturam 

à água (TROMBETTA et al., 2005; EDRIS, 2007). 

Os OE são parcialmente responsáveis pelas propriedades farmacêuticas descritas 

para as plantas medicinais (TROMBETTA et al., 2005; EDRIS, 2007). Podem atuar sobre 

várias moléculas–alvo ao mesmo tempo, tornando-se desta forma substâncias chave para a 

pesquisa de novos medicamentos (FIGUEIREDO et al., 2008). 

Cinnamomum verum J. Presl. (C. verum), popularmente conhecida como canela, é 

uma erva conhecida pelo seu tradicional uso em aplicações medicinais, tendo sido 

estudado seus efeitos para o período de gravidez, no controle de diabetes e problemas 

ginecológicos e atualmente já contar com publicações sobre suas propriedades 

antiinflamatórias, cardioprotetoras, antioxidantes e antimicrobianas (KAWATRA e 

RAJAGOPALAN, 2015; YANAKIEV, 2020).  

Syzygium aromaticum (L.) Merr. & L.M. Perry (S. aromaticum) é uma planta da 

família Myrtaceae, nativa da Indonésia, que se destaca pela a produção de botões florais, 

que são usados como especiarias em alimentos ou destinados à extração do óleo essencial, 

o qual é bastante usado na área medicinal em tratamentos analgésico e antiflamatório, além 

de possuir ação antioxidante e significativa atividade antimicrobiana contra bactérias e 

fungos relatados em literatura (AGUILAR-GONZÁLEZ et al., 2015; CHEN et al., 2017; 

MULLA et al., 2017). 

Surtos bacterianos são reportados com frequência ao longo dos anos, com taxas 

crescentes de resistência, representando gastos econômicos e perda de produtividade para 

as populações e preocupação por parte dos profissionais de saúde. Além disso, o fluxo de 

pessoas, bens de consumo e alimentos característicos de um mercado globalizado 

aumentam também as possibilidades destes surtos alcançarem grandes proporções 

rapidamente ao redor do mundo (BUSH et al., 2011; ADEGOKE et al., 2017).  

Tendo em vista o desafio no tratamento de infecções com bactérias resistentes a 

múltiplas drogas, é notória a necessidade de encontrar substâncias com propriedades 

antimicrobianas que venham atuar no combate a esses microrganismos (PEREIRA et al., 

2004). Portanto, no presente trabalho objetivou-se investigar as composições químicas dos 

OE das especiarias populares C. verum (canela) e S. aromaticum (cravo), bem como as 

atividades biológicas sobre isolados de C. diphtheriae. 
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1.1 OBJETIVO GERAL 

 

Investigar a composição química e atividades biológicas de OE extraídos das 

especiariais de uso popular Cinnamomum verum J. Presl. (canela) e Syzygium aromaticum 

(L.) Merr. & L.M. Perry (cravo). 

 

1.2  OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

 

• Realizar análise química dos OE. 

• Verificar a capacidade antioxidante dos OE. 

• Pesquisar o efeito dos OE sobre hemácias humanas. 

• Analisar o potencial tóxico dos OE contra Artemia salina. 

• Analisar a taxa de sobrevivência de larvas de Tenebrio molitor após inoculação dos 

OE. 

• Determinar a concentração inibitória mínima (CIM) e a concentração bacteriana 

mínima (CBM) dos OE. 

• Analisar a influência dos OE sobre a morfologia e agregação bacteriana. 

• Pesquisar qualitativa e quantitativamente a atividade antibiofilme em placas de 

poliestireno, a partir dos resultados obtidos de CIM e CBM, dos OE sobre isolados 

de C. diphtheriae. 
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2 REVISÃO BIBLIOGRÁFICA 

2.1 PLANTAS MEDICINAIS 

 

A principal responsável pela consolidação do conhecimento sobre o emprego de 

plantas medicinais é a tradição repassada verbalmente pelas gerações, resultando em 

carência do conhecimento científico quanto as suas propriedades farmacológicas e poucas 

informações sobre os efeitos benéficos ou maléficos (OLIVEIRA e ARAÚJO, 2007). 

 Estima-se que 80% da população mundial usa recursos das medicinas populares 

como alternativa a assistência médica, segundo a Organização Mundial de Saúde (OMS) 

(YUNES et al., 2001). 

Planta medicinal é definida por LOPES et al. (2005) como aquela que é 

administrada em homem ou animal para exercer ação terapêutica. Registros apontam 

indícios de uso das plantas medicinais pelas civilizações mais antigas (ANDRADE et al., 

2007). 

As plantas possuem o metabolismo dependente da sua fisiologia, podendo ser 

classificado em primário, que é responsável pelo desenvolvimento e manutenção celular, 

com caráter conservativo e presente em todas as espécies; e secundário, encontrado em 

alguns grupos taxonômicos ou sendo exclusivo para cada espécie, que oferece vantagens 

para os indivíduos que o sintetizam, tais como defesa contra patógenos, processos de 

adaptação a estresse hídrico, entre outros (PROBST, 2012). 

Muitos metabólitos secundários possuem valor comercial tanto na área 

farmacêutica, quanto nas áreas alimentícia, cosmética, entre outras (SIMÕES et al., 2001). 

Os produtos do metabolismo secundário podem ser divididos em três grupos, segundo a 

sua biossíntese: terpenoides, alcaloides e compostos fenólicos. Em torno de 55.000 

terpenoides já foram isolados, podendo estes apresentar funções tanto no metabolismo 

primário como secundário (CROTEAU et al., 2000).  

Cerca de 12.000 alcaloides conhecidos apresentam uma ou mais moléculas de 

nitrogênio, sendo sintetizados principalmente a partir de aminoácidos. Os compostos 

fenólicos conhecidos, em torno de 8.000, podem ser sintetizados pela via do ácido 

chiquímico ou via do acetato/malonato (CROTEAU et al., 2000).  

A biossíntese de metabólitos secundários é um processo complexo e está sujeita a 

influência de diferentes variáveis, como fatores bióticos e abióticos, que podem interferir 

na qualidade e quantidade de produtos secundários resultantes do metabolismo de uma 

planta em determinado momento (SANGWAN et al., 2001; GOBBO-NETO e LOPES, 

2007). 
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De acordo com GONZÁLEZ-LAMOTHE et al. (2009), os produtos do 

metabolismo secundário acumulado pelas plantas podem atuar de duas formas: como 

“potencializadores” de atividade antibacteriana, favorecendo a atividade de antibióticos, 

cuja ação encontra-se limitada por mecanismos de multirresistência desenvolvidos pelos 

microrganismos; ou como “atenuantes” de virulência, adequando a resposta do sistema 

imune do hospedeiro à infecção. 

No século XIX, o empirismo da alquimia suplantado pela química experimental 

permitiu a síntese laboratorial de novas substâncias orgânicas. Esse fato foi um dos fatores 

determinantes da revolução industrial e tecnológica que desencadeou a produção acelerada 

de novos medicamentos, tornando disponíveis derivados de plantas mais puros e 

concentrados que se tornaram as drogas sintéticas, as quais os médicos priorizaram, 

passando a desconsiderar o papel importante da fitoterapia (SIMÕES et al., 2001). 

A indústria farmacêutica reativou o interesse pela busca de substâncias 

biologicamente ativas na década de 90, porém devido os compostos bioativos isolados de 

plantas cujas propriedades indicam potencial farmacológico nem sempre resultam na 

produção de um medicamento, tornando a bioprospecção de metabólitos secundários um 

mercado de risco. Para aprimorar a pesquisa envolvendo estas substâncias, a indústria 

farmacêutica tem direcionado o desenvolvimento de novos fármacos a bioensaios com 

moléculas alvo específicas, amparada pelo conhecimento de alguns mecanismos de ação 

farmacológica de produtos vegetais (MONTANARI e BOLZANI, 2001; WALSH e 

FISCHBACH, 2010; PROBST, 2012). 

No Brasil, o Ministério da Saúde lançou em 2007 a Política Nacional de Plantas 

Medicinais e Fitoterápicos (PNPME) com o intuito de incentivar e proporcionar a 

população brasileira o acesso seguro e uso racional das plantas medicinais e fitoterápicos 

(BRASIL, 2009). 

2.2 ÓLEOS ESSENCIAIS 

 

As plantas são fonte de grande proporção de medicamentos, considerando que um 

quarto das espécies catalogadas já foram utilizadas para fins medicinais (DHAKAD et al., 

2018). Elas aparecem como parte do cuidado tradicional de saúde em muitas partes do 

mundo ao longo de décadas e têm despertado o interesse de vários pesquisadores 

(CEBALLOS et al., 1993; LIMA, 1996; CUNHA et al., 1995; COWAN, 1999; FARIAS e 

LIMA, 2000; BELÉM, 2002; MICHELIN et al., 2005). 
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Os compostos aromáticos voláteis que estão presentes nas plantas originam o 

produto natural chamado OE pelo metabolismo secundário. As principais famílias de 

plantas que são reportadas como produtoras de OE são Myrtaceae, Lauraceae, Rutaceae, 

Lamiaceae, Asteraceae, Apiaceae, Cupressaceae, Zingiberaceae, Poaceae, Myristicaceae, 

Piperaceae, dentre outras (SIMÕES et al., 2001; OLIVEIRA, 2013; SARTO e JUNIOR, 

2014). 

Os OE extraídos de plantas têm sido usados há muitos anos na preservação de 

alimentos, perfumaria, aromaterapia, especiarias e produtos de higiene bucal devido suas 

propriedades medicinais (BUCHBAUER, 2000).   Estão presentes nas folhas, ramos, 

raízes, rizomas, sementes, frutos, flores e caule, podendo estar mais concentrados nas 

estruturas mais verdes das plantas, desempenhando funções necessárias à sobrevivência 

destas, como a defesa contra microorganismos (SIQUI et al., 2000; BAKKALI et al., 

2008).  

O baixo peso molecular, constituído na maioria das vezes por moléculas de 

natureza terpênica com odor agradável e marcante, é uma das características químicas 

apresentadas pelos OE, sendo comumente extraídos através de arraste a vapor d’água 

(MORAIS, 2009), pois possuem elevada tensão de vapor em relação a água, o que permite 

que a pressão do vapor os arraste (VALENTIM e SOARES, 2018). Costumam apresentar-

se incolores ou levemente amarelados e pouco estáveis na presença de luz, calor e ar 

(SIMÕES e SPITZER, 1999; SAITO e SCRAMIN, 2000). 

As propriedades apresentadas pelos OE resultam em peculiares vantagens do ponto 

de vista farmacológico, como por exemplo a volatilidade que pode ser aproveitada em 

nebulizações ou inalações, o que também facilita que sejam rapidamente eliminados do 

organismo pelas vias aéreas (BANDONI e CZEPAK, 2008; MACHADO e JUNIOR, 

2011). O seu baixo peso molecular, aliado a sua natureza lipofílica, confere-lhes 

capacidade de rompimento ou penetração da membrana celular causando morte da célula 

por vazamento do citoplasma ou inibição da biossíntese de DNA (NAZZARO  et al., 

2017). 

A ação antimicrobiana dos OE pode apresentar-se por ações ligadas a interferência 

na dupla camada fosfolipídica da parede celular da bactéria, aumento da permeabilidade e 

perda dos constituintes celulares, alterações de vários sistemas enzimáticos ou mesmo pela 

destruição do material genético (KALEMBA e KUNICKA, 2003). 

Quanto as propriedades biológicas dos OE, foram relatadas ação larvicida 

(RAJKUMAR et al., 2010), atividade antioxidante (WANNES et al., 2010), atividade 
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analgésica e anti-inflamatória (MENDES et al., 2010), fungicida (CARMO et al., 2008), 

atividade antitumoral (SILVA et al., 2008) e ação antibacteriana (PELISSARI et al., 

2010). 

A aplicação dos OE na medicina popular serviu de base para investigações 

científicas, nas quais são também relatadas dificuldades no desenvolvimento dos 

experimentos devido as peculiaridades dos óleos como volatilidade, insolubilidade em 

água e complexidade que interferem diretamente nos resultados (NASCIMENTO et al., 

2007). 

Os estudos dos componentes dos OE revelam enorme complexidade e diversidade 

desse grupo de produtos naturais, que normalmente contém mono e sesquiterpenos, 

fenilpropenos e outros componentes voláteis (FRANZ, 2010).  

Os terpenos são descritos como possuidores de uma diversidade considerável de 

propriedades biológicas incluindo a ação antibacteriana, fungicida, antiviral, anti-

hiperglicêmica, anti-inflamatória e atividade antiparasitária (PADUCH et al., 2007).  

Os monoterpenos são altamente voláteis, sendo arrastados pelo vapor de água livres 

de outros componentes, podendo ser utilizados por suas características organolépticas 

marcantes (BANDONI e CZEPAK, 2008). 

Tendo em vista a diversidade de espécies de plantas existente no Brasil, de um total 

estimado em mais de 50 mil espécies (JBRJ, 2020), estudos de produtos oriundos de 

plantas trazem a expectativa de encontrar substâncias com propriedades de interesse 

terapêutico e simultaneamente seletivas para serem usadas em futuras formulações de um 

produto comercial (FURTADO et al., 2005). 

Em 2008, foi fundada a Associação Brasileira de Produtores de Óleos Essenciais 

(ABRAPOE), com o objetivo de aproximar os produtores de OE e os centros de pesquisa 

para agregar qualidade ao produto, através de pesquisa e padronização, uma vez que o país 

é reconhecido mundialmente como produtor de OE (BIZZO et al., 2009). 

 

2.2.1 Cinnamomum verum J. Presl. (canela) 

 

Canela é uma planta que pertence a família Lauraceae, da divisão Magnoliphyta, e 

possui média de altura de 10 a 15 metros, com folhas em formato oval, longas e flores de 

cor esverdeada que formam pequenos maços e possuem odor carcaterístico (CASTRO, 

2010). É ampla a distribuição das espécies representantes dessa família no planeta nas 

regiões tropicais e subtropicais, composta de 49 gêneros e 3.000 espécies catalogadas 
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(CASTRO, 2010). O gênero Cinnamomum contém cerca de 250 espécies comumente 

encontradas em florestas tropicais e planícies de solos bem drenados (JANTAN et al., 

2008). 

As espécies que compõem a família Lauraceae popularmente apresentam atividade 

contra sintomas de várias doenças e usos para os mais diversos fins, como perfumaria, 

condimento, entre outros, sendo o óleo essencial um dos principais produtos empregados 

para os usos descritos (REYNOLDS, 1993; MARQUES, 2001; CASTRO, 2010). No 

Brasil existem 12 espécies de Cinnamomum, encontradas na forma de ávore ou arbusto, 

distribuídas nas regiões da Amazônia, Cerrado e Mata Atlântica (FLORA DO BRASIL, 

2020). 

São sinônimos taxonômicos da canela: Cinnamomum verum, Cinnamomum 

zeylanicum Blume; Camphorina cinnamomum (l.) Farw.; Cinnamomun alexei Kosterm; 

Cinnamomum aromaticum J. Graham (SILVA, 2017). 

Cascas do caule, folhas, flores são as principais partes de C. verum das quais é 

extraído óleo essencial, ao qual são atribuídas atividades antimicrobinana, antioxidante, 

inseticida (JOSHI, 2019).  

A composição química deste OE varia de acordo com qual parte da planta foi usada 

para extração, conforme apontam os estudos da análise química do OE obtido das cascas 

de C. zeylanicum, que apontam a presença de transcinamaldeído, este último com 

interessante propriedade do ponto de vista farmacêutico a partir da interação com Acetil-

CoA Carboxilase das bactérias, que as conduz a morte (MEADES et al., 2010; 

VANGALAPATI et al., 2012). Já aquele proveniente das folhas possui como principal 

constituinte o eugenol, composto também reportado com diversas atividades biológicas de 

interesse farmacêutico, dentre eles a atividade antimicrobiana (RAO et al., 2007).  

O OE de canela (C. zeylanicum Blume – Lauraceae) testado em linhagens de 

Staphylococcus aureus e Escherichia coli apresentou controle efetivo do desenvolvimento 

bacteriano segundo SILVA et al. (2009), com maior susceptibilidade pelo S. aureus, 

resultados semelhantes aos obtidos por SCHERER et al. (2009). 

Também tem sido descrito expressivo potencial antifúngico dos OE de canela (C. 

zeylanicum), limão tahiti (Citrus aurantifolia), manjericão (Ocimum basilicum), palmarosa 

(Cymbopogon martinii), piprioca (Cyperus articulatus), tomilho branco (Thymus vulgaris), 

canela da china (Cinnamomum cassia) frente a Candida albicans e C. tropicalis (CASTRO 

e LIMA, 2011; CAVALCANTI et al., 2011). 
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De maneira geral, a atividade do OE de canela é estudada por diversos autores, 

demonstrando dentre outras propriedades, ação inibitória e antimicrobiana, englobando 

bactérias Gram positivas e Gram negativas, como BERALDO et al. (2013), estudando o 

potencial de atividade inibitória do referido OE, relataram inibição em amostras padrão 

(American Type Culture Collection-ATCC) de E. coli, Salmonella sp., S. aureus e Lysteria 

monocytogenes em concentrações inferiores a 0,02% e atividade bactericida em L. 

monocytogenes. SANTURIO et al. (2007) também relataram inibição pelo mesmo OE em 

60 amostras distribuídas entre 20 sorovares de Salmonella enterica em concentrações de 

400 a 3.200 µg ml-1.  

A formulação de produtos a partir dos OE de canela representa um desafio devido 

as características voláteis da substância, porém XU et al. (2019), visando reduzir essa 

volatilidade, realizaram a produção de filme polimérico incorporado com o referido OE e 

detectaram aumento significativo da eficiência antimicrobiana contra bactérias Gram 

positiva (S. aureus) e Gram negativa (E. coli). 

Em relação a patente, existe registro de hidrogel de C. verum com propriedades 

antimicrobianas (BR 102018001958 9) (GONZÁLEZ et al., 2018), além de outras que 

exploram outras propriedades da espécie vinculadas com outras plantas para usos agrícolas 

(KELLY e LANGAN, 2016), alimentares (SCHEELE, 2011; TRIVEDI e GITTINS, 

2012), atividades antitumoral (OLVERA, 2017) e terapias baseadas em ligantes de 

receptores quimiossensoriais (BARON et al., 2012). 

 

2.2.2 Syzygium aromaticum (L.) Merr. & L.M. Perry (cravo)  

 

O Syzygium aromaticum (L.) Merr. & L.M. Perry (cravo-da-índia) é proviente do 

craveiro da índia, uma árvore da família Myrtaceae nativa da Indonésia, perene, com altura 

que varia de 7 a 13 metros, possui inflorescências que são usadas principalmente como 

condimento na culinária devido ao seu aroma e sabor marcante (MAZZAFERA, 2003). 

 Historicamente, o cravo da índa chegou ao Brasil em 1770 e na década de 2010, o 

referido país, chegou a ser o 3º maior produtor, tendo colheita de 6 mil toneladas/ano, 

principalmente nos estados de São Paulo e Bahia (OLIVEIRA et al., 2009, LUTFI e 

ROQUE, 2014). 

Também são atribuídas inúmeras propriedades medicinais ao S. aromaticum, sendo 

utilizado no combate de dor de cabeça, problema de indigestão, tosse, náusea, hipertensão, 

entre outras, cujos principais constituintes são eugenol, carvacrol, timol e cinamaldeído 

(CHEN et al., 2016; KHEAWFU et al., 2017; LAKSHMEESHA et al., 2019). 
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É importante ressaltar que a mesma planta apresenta os seguintes sinônimos 

taxonômicos reportados em literatura: Eugenia cariophyllata Thunb., Caryophyllus 

aromaticus (L.), Myrtus caryophyllus Spreng. e Jambosa caryophyllus Nied. (JESUS e 

TORELI, 2019). 

O OE de S. aromaticum é obtido das inflorescências do craveiro da índia, que 

podem conter até 18% de óleo essencial, com uso para diversas finalidades, incluindo 

produtos para higiene bucal, ação antisséptica, analgésica, antifúngica, antialérgica, 

anticarcinogênica, mutagênica, inseticida e antibacteriana (JIROVETZ et al., 2006). O 

eugenol é comumente o principal componente isolado do OE de S. aromaticum, sendo a 

ele atribuída a atividade antimicrobiana (SANTOS et al., 2009). 

Na Coréia, o cravo foi usado com sucesso na asma e vários distúrbios alérgicos por 

administração oral (KIM et al., 1998).  O OE de S. aromaticum (cravo da índia) apresentou 

atividade contra fungos isolados de onicomicoses como C. albicans, Trichophyton 

mentagrophytes, Saccharomyces cerevisiae e Aspergillus niger nos experimentos de 

SANTOS et al. (2012), assim como MARIATH et al.  (2006) também encontraram 

inibição de fungos dermatofíticos em concentrações de até 2 % com o mesmo OE. 

Dentre os usos do S. aromaticum, o uso para obter ação antibacteriana é reportado 

em literatura (NUNEZ et al., 2001; VELLUTI et al., 2004; VIUDA-MARTOS et al., 2007; 

SCHERER et al., 2009). 

Sobre patente com o cravo da índia, existem diversas depositadas considerando 

vários usos, como composição cosmética para uso tópico de uma mistura de óleos 

essenciais incluindo o cravo, perfume floral a base do óleo de cravo, lenço umedecido com 

óleo de cravo, desenvolvimento de inseticida e repelentes, entre outros (AFFONSO et al., 

2012). 

2.2.3 Ação antibacteriana de óleos essenciais 

 

A ação dos OE nas células bacterianas é principalmente relacionada aos danos 

estruturais e funcionais à membrana citoplasmática (SIKKEMA et al.,1994). Provocam 

permeabilidade na membrana celular devido a sua natureza lipofílica, acumulando-se na 

bicamada lipídica (BAKKALI et al., 2008). Os danos estruturais causados à membrana 

citoplasmática comprometem as suas funções como barreira seletiva, ação enzimática e 

geração de energia (GILL e HOLLEY, 2006; VALERIANO, 2010). 
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A Organização Mundial de Saúde (OMS) tem relatado a importância do uso de 

plantas medicinais como recurso terapêutico desde 1978, recomendando a difusão mundial 

dos conhecimentos necessários para o seu uso (ALBUQUERQUE, 2018).  

O Brasil apresenta uma notória biodiversidade de plantas em seu território, no 

entanto o seu potencial para o desenvolvimento de fitoterápicos só foi reconhecido pelo 

Governo Federal em 2006, por meio da criação da “Política Nacional de Plantas 

Medicinais e Fitoterapia”, cujo objetivo é fomentar pesquisas, desenvolvimento 

tecnológico e inovação na área de produtos naturais e atender as necessidades 

epidemiológicas do país, resultando na criação da Relação Nacional de Plantas Medicinais 

de Interesse ao SUS (RENISUS) em 2009, com uma lista de plantas com potencial para 

gerar produtos de interesse para a rede pública de saúde (KARPIŃSKI e 

SZKARADKIEWICZ, 2015). 

Os estudos que revelam resistência de microrganismos patôgenicos às drogas 

convencionais estimulam a busca por novas alternativas terapêuticas, incentivando 

principalmente a procura por substâncias naturais com poder antibiótico (SARTO e 

JUNIOR, 2014). Dessa maneira, existem vários relatos sobre a ação antimicrobiana destes 

tipos de compostos com resultados interessantes, tais como a inibição observada por 

BARA e VANETTI (1998) com uso do OE de alecrim-pimenta (Lippia sidoides Cham.) 

em isolados de S. tryphymurium, S. aureus, L. monocytogenes e Yersinia enterocolitica. 

COSTA et al. (2008) apontaram potencial biológico e toxicidade ativa do OE de canela de 

cunhã (Croton zehntneri) em testes com culturas de S. typhimurium, E. coli, S. aureus e 

Streptococcus β-haemolyticus. 

ARAÚJO et al. (2004), em experimento para verificar atividade antimicrobiana de 

OE de 7 plantas medicinais contra bactérias e fungos, observaram que as cepas bacterianas 

mostraram-se mais resistentes à ação dos OE do que as cepas fúngicas e os OE que 

obtiveram maior atividade antimicrobiana foram canela (C. zeylanicum), erva cidreira 

(Lippia alba) e rabo de raposa (Conyza bonariensis).   

FREIRE et al. (2014) observaram expressiva ação antibacteriana em testes in vitro 

com OE de canela da china (C. cassia) e tomilho branco (T. vulgaris) frente a amostras 

padrão de Streptococcus mutans (ATCC 25175) e S. aureus (ATCC 25923).  

SANTOS et al. (2017) constataram a eficácia dos OE de canela, orégano e citronela 

frente às bactérias Pseudomonas aeruginosa e S. aureus. 

Os compostos isolados presentes como majoritários em OE também tem sido alvo 

de estudos, como o de SILVA et al. (2018), que utilizaram derivados do eugenol, 
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substância majoritária em OE de cravo, para avaliar a atividade antibacteriana em isolados 

de bactérias Gram positivas e Gram negativas (P. aeruginosa, E. coli, S. aureus, 

Streptococcus, K. pneumoniae, B. cereus) e observaram alta atividade de inibição. 

Alguns estudos detectaram ação inibitória de óleos essenciais frente a isolados de 

C. diphtheriae, como MAHOMOODALLY et al.(2018) trabalhando com OE extraído de 

folhas de marmeleiro da Índia, JAYAPAL (2018) com o uso de OE extraído de folhas de 

manjericão santo e LAZZARABAL-FUENTES et al. (2019) utilizando OE de partes 

aéreas das plantas nativas chilenas rica rica e copa copa, mas ainda existem poucos 

registros de estudos sobre o potencial antimicrobiano de óleos essenciais contra esse 

microrganismo (RAPPER e VAN VUUREN, 2020). 

 

2.2.4 Resistência bacteriana e o uso de óleos essenciais 

 

Desde o uso em larga escala de antibióticos, que ocorreu no final da década de 

1940, para tratar de doenças bacterianas em humanos, identificou-se seleção e aumento na 

frequência de resistência bacteriana a esses medicamentos (WOODFOR e LIVERMORE, 

2009; CARLET et al., 2012; ANDERSSON e HUGHES, 2017). 

Os antibióticos são elementos fundamentais no controle de infecções nas vias 

respiratórias superior e inferior, o que torna a resistência um fator de risco para aumento da 

mortalidade, maior tempo de internação dos pacientes e falha clínica no tratamento (VAN 

et al., 2017; GUITOR e WRIGHT, 2018). 

GUITOR e WRIGHT (2018) apontam duas razões para a crise nos antibióticos: a 

evolução microbiana, resultado da capacidade dos microrganismos em desenvolver 

mecanismos para sobreviver a pressão seletiva causada pelos fármacos, que diminuiu a 

sensibilidade em todas as classes de antibióticos para todos os patógenos importantes e a 

falta de desenvolvimento ou descoberta de novos medicamentos, atribuída a questão do 

investimento econômico, por ser mais interessante desenvolver fármacos para doenças 

crônicas do que para aquelas consideradas agudas, culminando na dificuldade em 

identificar e testar novos medicamentos que sejam seguros.  

A resistência bacteriana vem sendo reportada em ritmo crescente nos diferentes 

patógenos Gram positivos e Gram negativos, representando um grande desafio terapêutico 

e incerteza quanto ao uso de antimicrobianos no futuro (ROSSI e ANDREAZZI, 2005; 

CAPURRO, 2020). Já foi relatada a presença de genes de resistência em C. diphtheriae 

para várias classes de antibióticos, bem como genes adicionais encontrados em outras 
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espécies de Corynebacterium, revelando uma dinâmica evolutiva dessa importante 

característica de interesse clínico (BARRAUD et al., 2011; HENNART et al., 2020). 

Durante séculos, as plantas foram usadas para vários propósitos, incluindo o 

tratamento de doenças infecciosas, o que as coloca em posição de destaque para o 

desenvolvimento de novos antimicrobianos. Nesse contexto, os óleos essenciais são 

explorados como substitutos promissores aos medicamentos usados atualmente, com 

relatos de considerável atividade antimicrobiana, atribuída diretamente a capacidade das 

plantas em sintetizar substâncias aromáticas, que em sua maioria são fenóis ou derivados 

substituídos por oxigênio (SAKKAS e PAPADOPOULOU, 2017). 

As especiarias, além de seu já reconhecido uso como aromatizantes, corantes e 

conservantes em alimentos, também já foram usadas na medicina popular para tratar 

diferentes doenças e têm sido alvo de um grande número de estudos in vitro que relatam 

eficácia no combate a doenças antibacterianas e antifúngicas, tanto em extratos como em 

seus constituintes puros, como óleos essenciais (SOKOVIĆ et al., 2010; LIU et al., 2017). 

O uso de plantas medicinais e seus produtos derivados como agentes 

antimicrobianos pode fornecer maior segurança para os usuários e o meio ambiente devido 

possuir origem natural, resultando em menor risco de aumento da resistência microbiana à 

sua ação (DAFERERA et al., 2003; QUEIROZ et al., 2014). 

Os estudos de atuação promissora de OE frente a bactérias Gram negativas e Gram 

positivas, que demonstram capacidade de diminuir a concentração inibitória mínima e 

concentração bactericida mínima, revelam que pode ocorrer atividade sinérgica entre óleos 

essenciais e antibióticos comuns ou outros óleos essenciais (BROCHOT et al., 2017; 

AELENEI et al., 2019; OLIVA et al., 2018; ROSATO et al., 2018). 

 

2.3 Corynebacterium diphtheriae E DIFTERIA 

 

O gênero Corynebacterium é constituído por variados bacilos Gram positivos, com 

mais de 163 espécies de corinebactérias descritas, sendo várias relacionadas com a 

colonização e/ou infecção em humanos e animais (POPOVIC et al., 2000; KAUFMANN 

et al., 2002; DIAS et al., 2011; BADELL et al., 2020). Estão presentes no meio ambiente, 

além de integrarem a microbiota humana da pele e de mucosas, tidos como comensais, 

podem se tornar verdadeiros agentes patogênicos em condições especiais (PALÁCIOS et 

al., 2010; MARTINS, 2014). As bactérias desse gênero apresentam uma camada 

peptidoglicana ligada covalentemente a uma malha de arabinogalactano, além da presença 
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de uma camada externa de ácido micólico e alto conteúdo guanina/citosina no genoma 

(DORELLA et al., 2006; BAIRD e FONTAINE, 2007; SANTANA, 2014). 

C. diphtheriae é uma espécie do gênero Corynebacterium clinicamente importante, 

assim nomeada por sua aparência característica em forma de taco na coloração de Gram e 

sua propensão a formar uma pseudomembrana (SOTO et al., 1994; FUNKE et al., 1997; 

SALLEB, 2019). 

O principal agente etiológico da difteria é o C. diphtheriae, que compreende bacilos 

Gram positivos, pleomórficos, aeróbios, desprovidos de mobilidade e capacidade de 

esporulação. Esta espécie foi caracterizada em quatro subespécies: gravis, mitis, 

intermedius e belfanti. Um indivíduo pode abrigar mais de um biovar simultaneamente. 

Embora clinicamente semelhantes, os biovares podem ser distinguidos com base na 

morfologia das colônias, hemólise e reações bioquímicas (CLARRIDGE e SPRIGEL, 

1995; FUNKE et al., 1997; FUNKE e BERNARD, 2007).  

Dentre os principais fatores de virulência de C. diphtheriae estão: a produção de 

toxina diftérica (TD), um polipeptídeo de aproximadamento 59 kDa, cujo efeito citotóxico 

provoca a inibição da síntese proteica e tem como alvo as células do miocárdio, sistema 

nervoso, rins e suprarrenais; a adesividade do bacilo diftérico, que lhe confere capacidade 

de adesão em superfície celular ou inerte, propiciando a formação de biofilme que 

contribuem para a manutenção e proliferação do microrganismo no ambiente e no 

hospedeiro (HOLMES, 2000; HIRATA Jr et al., 2002; MOREIRA et al., 2003; SANTOS 

et al., 2015).  

Outro principal mecanismo de virulência é captação de ferro das células do 

hospedeiro, que lhe confere sucesso no processo infeccioso e ainda controla a expressão de 

outros fatores de virulência (HOLMES, 2000; HIRATA Jr et al., 2002; MOREIRA et al., 

2003; SANTOS et al., 2015). 

As análises genômicas identificaram potenciais genes envolvidos nas características 

adesivas, invasivas e de virulência de cepas de C. diphtheriae, mas também destacaram o 

impacto da transferência horizontal de genes na aquisição destes (SANGAL e 

HOSKISSON, 2016). 

As manifestações locais e sistêmicas da difteria são em geral relacionadas à ação da 

toxina diftérica (TD), que é o fator de virulência mais bem estudado do C. diphtheriae 

(PAPPENHEIMER, 1993; WANG e LONDON, 2009; MAN et al., 2010) e é considerada 

principal fator responsável, não só pela destruição celular, mas também pelo acúmulo de 

fibrina (MORTIMER e WHARTON, 1999), sugerindo que a presença de bacteriófagos 
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que transportam o gene tox é essencial para a formação de pseudomembrana (SABBADINI 

et al., 2010). 

A imunidade adquirida contra a difteria é obtida através da vacinação com o 

toxoide diftérico presente na vacina tríplice bacteriana contra tétano, difteria e coqueluche 

(DTP) (BONNET e BEGG, 1999; GALAZKA, 2000). A vacinação traz bons prognósticos 

para a população e está no calendário regular de imunização da maioria dos países 

(BITRAGUNTA et al., 2010). 

Após três décadas de controle, a difteria ressurgiu de maneira epidêmica no Leste 

Europeu, principalmente na Rússia e na Ucrânia, com aproximadamente 157.000 casos e 

5.000 óbitos reportados no período de 1990 a 1999 (GALAZKA e ROBERTSON, 1995; 

REY et al., 1996; GALAZKA, 2000). Foi inicialmente caracterizada por uma mudança na 

faixa etária acometida, que passou a ser constituída por indivíduos acima de 15 anos de 

idade (REY et al., 1996; DITTMAN et al., 2000). Um número elevado (30%) de casos 

graves ou fatais também foi observado em indivíduos vacinados (DITTMAN et al., 2000).  

Entre os anos 2010 e 2011, ocorreram 6.608 casos de difteria clássica na Índia 

(onde a cobertura vacinal é inferior a 80%), 1.238 na Indonésia, 240 no Nepal, 238 no Iran 

e 194 no Sudão, além de centenas de casos em outros países (MATTOS-GUARALDI et 

al., 2011). Nos anos de 2015 e 2016, mais 10 casos foram confirmados na Índia no distrito 

de Dibrugarh, sendo que os pacientes se encontravam não imunizados ou parcialmente 

imunizados (DAS et al., 2016). 

No Brasil, entre 1969 e 1985, a difteria atingiu principalmente crianças com idade 

igual ou inferior a 10 anos, no Rio de Janeiro (FERREIRA, 1990). Ocorreram casos de 

difteria em quase todos os estados do território brasileiro, incluindo o Maranhão 

(MATTOS-GUARALDI et al., 2001; BRASIL, 2007). Neste último estado, em 2010, 

houve um surto epidêmico de difteria por C. diphtheriae, o qual atingiu três municípios 

(Jatobá, Colinas e São Domingos). Foram confirmados 27 casos, a maioria em crianças e 

adolescentes entre a faixa etária de 7 a 15 anos, e três óbitos foram relatados, sendo que 

dois destes indivíduos tinham histórico de vacinação completa. A subespécie isolada nesse 

surto foi intermedius (SANTOS et al., 2015). 

 

2.4 BIOFILME BACTERIANO 

 

Comunidades microbianas são capazes de aderir a substâncias bióticas ou abióticas 

formando biofilme no qual suas células estão envoltas em uma matriz por elas produzida, 
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constituindo-se em fator de importância clínica, pois dificulta o tratamento de várias 

infecções bacterianas (COSTERTON et al., 1999; HALL e MAH, 2017). 

A matriz de biofilmes bacterianos é composta por substâncias poliméricas como os 

polissacarídeos, poliamidas, poliésteres e polifosfatos (MORADALI et al., 2017; 

MORADALI e REHM, 2020). Essas substâncias podem agir como moléculas de 

armazenamento em torno das células, possuindo diversas funções biológicas, como adesão, 

armazenamento de energia ou proteção e propriedades físico-químicas importantes para o 

comportamento bacteriano, como translocação, fixação em superfícies bióticas ou 

abióticas, invasão, proteção e persistência, sendo sua síntese regulada em resposta a 

estímulos ambientais (REHM, 2010; MORADALI e REHM, 2020). 

As infecções baseadas em biofilme são difíceis de erradicar devido à sua 

capacidade de suportar concentrações de antibióticos que normalmente matariam células 

planctônicas de natação livre. Como consequência, biofilmes bacterianos contribuem 

significativamente para a morbimortalidade em pacientes (HALL e MAH, 2017). 

A implantação de dispositivos médicos em pacientes os torna vulneráveis ao 

desenvolvimento de infecção com formação de biofilme, pois as células do tecido 

hospedeiro e as bactérias patogênicas competem para ocupar a superfície destes e, se as 

bactérias conseguem aderir e ocupar essa superfície, iniciam a formação do biofilme, 

alterando suas propriedades e obtendo resistência aos antibióticos (DEL POZO e PATEL, 

2007; DEL POZO et al., 2009; DEL POZO et al., 2014; DEL POZO, 2017).  

Esse processo de formação de biofilme é um fator de preocupação para os 

profissionais da saúde, pois nos últimos anos observa-se aumento acentuado de pacientes 

recebendo implantes de dispositivos médicos. Além disso, os biofilmes também podem 

causar infecções subclínicas, provocando mau funcionamento ou degradação química de 

biomateriais (DEL POZO e PATEL, 2007; DEL POZO et al., 2009; DEL POZO et al., 

2014; DEL POZO, 2017). 

No estágio final do desenvolvimento do biofilme ocorre a dispersão de células, 

etapa necessária para as bactérias deixarem a macroestrutura que a sustentam, em busca de 

alcançar novos locais no hospedeiro. Essa fase é caracterizada por uma alteração fenotípica 

ativa que envolve detecção de sinais ambientais, os quais culminam na liberação de células 

individuais e/ou agregados multicelulares (MCDOUGALD et al., 2012; PETROVA; 

SAUER, 2012; GUILHEN et al., 2017). 

Apesar do uso de antibióticos, como imipenem, colistina e similares, ter a 

capacidade de reduzir os biofilmes, em geral demonstram-se incapazes de eliminá-los 
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completamente, pois implicam em efeitos tóxicos e colaterais severos, de maneira que não 

é possível atingir a concentração mínima de antibiótico in vivo (ROY et al., 2018). 

Experimentos in vitro e in vivo demonstraram que o fenótipo hipermutador do 

biofilme não está apenas associado a mecanismos adaptativos ao ambiente, mas também ao 

desenvolvimento de resistência durante a exposição aos antibióticos, revelando múltiplos 

mecanismos de tolerância (fenotípicos e genéticos) (MACIÀ et al., 2006; PLASENCIA et 

al., 2007; MENA et al., 2008; CIOFU et al., 2017). Devido a essa natureza multifatorial da 

tolerância do biofilme aos antibióticos, é necessária uma combinação de diferentes 

estratégias para melhorar o efeito dos medicamentos de escolha e do sistema imunológico 

(MACIÀ et al., 2006; PLASENCIA et al., 2007; MENA et al., 2008; CIOFU et al., 2017). 
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3 MATERIAL E MÉTODOS 

 

3.1 ORIGEM DOS MATERIAIS VEGETAIS E OBTENÇÃO DOS ÓLEOS 

ESSENCIAIS 

 

 Os materiais vegetais tiveram origens distintas. As folhas de C. verum (canela) 

foram coletadas no município de Paço do Lumiar (MA), com coordenadas geográficas 

2°32'02.1" Sul, 44°11'12.6" Oeste, de acordo com as normas estabelecidas na literatura, em 

quantidade adequada para a realização das análises químicas e biológicas (HARBONE, 

1984) e submetidas a secagem em estufa a 45ºC por 24 horas.  As inflorescências de S. 

aromaticum (cravos da índia) foram adquiridas já desidratadas no Mercado Central, 

estabelecimento comercial popular de São Luís (MA).  

Para a extração dos OE, ambos produtos vegetais secos foram triturados em moinho 

elétrico de facas (TECNAL, modelo TE-340) e pesado aproximadamente 400 gramas de 

cada material vegetal. Separadamente, o material vegetal previamente pesado adicionado a 

4.000 mL de água destilada, foi submetido ao Sistema Extrator de Clevenger acoplado a 

um balão de fundo redondo de 6.000 mL e uma manta aquecedora como fonte geradora de 

calor.  Em seguida, manteve-se a manta elétrica à temperatura de 100°C por 4 horas. O 

óleo obtido foi seco pelo método de percolação em sulfato de sódio anidro (Na2SO4), as 

alíquotas foram armazenadas em tubos de vidro sob refrigeração para evitar possíveis 

perdas voláteis. O rendimento foi calculado através da fórmula R% = (V.d/m) x 100, em 

que V = volume total de óleo extraído (mL), d = densidade do óleo (g/mL) e m = massa da 

espécie vegetal seca (g) (RABÊLO, 2010). 

 

3.2 ANÁLISE POR CROMATOGRAFIA GASOSA ACOPLADA À             

ESPECTROMETRIA DE MASSAS (CG-EM) 

 

A análise dos constituintes voláteis foi realizada em cromatrógrafo a gás 

(SHIMADZU), acoplado a um espectrômetro de massa CG/EM QP5050A equipado com 

coluna capilar fenilpolislfenileno-siloxano de BPX 5%. Utilizou-se o hélio de alta pureza 

(99,9995%) como gás de arraste. A temperatura do injetor e interface do GC com detector 

seletivo foi mantida a 280ºC com vazão na coluna capilar (60 m x 0,25 mm x 0,25µm) de 

2,7 mL min-1, programada para operar a 50ºC. Para as análises, alíquotas dos OE foram 
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injetadas com um volume de 1L em acetato de etila (0,0010 g de óleo essencial em 1 mL 

de acetato de etila de grau cromatográfico) nas seguintes condições: modo split com 

pressão de coluna de 150 kPa, velocidade linear de 59,1 m.s-1, com vazão total de gás 

carreador de 30 mL min-1 no impacto de elétrons em split 1:10, com gradiente de 

temperatura 40°C (5 min), 240°C (4°C min- 1); 240-300°C (8°C min-1, 7 min); t = 60 

minutos. Em MS, o modo de varredura de 0,5 segundos para varredura, faixa de massa de 

400-500 Daltons, linha de transferência a 280°C e filamento (off) 0 a 4s (GOMES et al., 

2018; MARTINS et al., 2020). Identificamos os componentes do óleo a partir da 

comparação destes com os dados obtidos de substâncias autênticas existentes nas 

bibliotecas de referência Wiley 229 Spectroteca e Automated Mass Spectral Deconvolution 

Mass & Identification System (AMSDIS) (MEYER et al., 1982). 

 

3.3 ATIVIDADE ANTIOXIDANTE UTILIZANDO MÉTODO DO 

FOSFOMOLIBDÊNIO DE AMÔNIO 

 

Para avaliar a formação do complexo fosfomolibdênio, preparou-se um reativo cuja 

composição fundamenta-se em uma solução com fosfato de sódio 0,1 mol/L (28 mL), 

molibdato de amônio 0,03 mol/L (12 mL) e ácido sulfúrico 3 mol/L (20 mL), 

completando-se com água para 100 mL.  

As soluções dos OE e do controle de máxima atividade antioxidante (ácido 

ascórbico) foram preparadas na concentração de 200 μg/mL. Posteriormente, uma alíquota 

de 0,4 mL destes, na referida concentração, foi transferida para um tubo de ensaio 

contendo 4 mL do reativo. A solução de controle de mínima atividade antioxidante foi 

preparada a partir de 0,4 mL de água destilada adicionada a 4 mL do reativo. Os tubos 

hermeticamente fechados foram incubados por 90 minutos a 95°C e depois resfriados até 

temperatura ambiente. Em seguida, realizaram-se as leituras das absorbâncias a 695 nm no 

espectrofotômetro (MICROPLATE READER, modelo TP-READER NM).  

A ação antioxidante das amostras foi expressa em relação ao ácido ascórbico, 

considerando que o valor de sua absorbância corresponde a 100 % de ação antioxidante. A 

porcentagem da atividade antioxidante (%AA) foi calculada pela equação: %AA= Aamostra 

– Abranco/Apadrão – Abranco x 100, onde Aamostra é a absorbância de cada amostra, Abranco é a 

absorbância do branco e Apadrão é a absorbância do padrão (ácido ascórbico) (PRIETO et 

al., 1999; EMERENCIANO et al., 2015). As análises foram feitas em duplicata por duas 

vezes.  
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3.4 ATIVIDADE HEMOLÍTICA 

 

O trabalho seguiu os preceitos éticos estabelecidos pela Resolução do Conselho 

Nacional de Saúde nº 466/12, que trata de pesquisas que envolvem direta ou indiretamente 

seres humanos. A utilização de hemácias humanas nos experimentos de hemólise e 

citotoxicidade foi aprovada pelo Comitê de Ética em Pesquisa da Universidade CEUMA, 

sob o parecer de n° 1.732.522, de acordo com a Declaração de Helsinki de 1975, revisada 

em 2008.  

Para a avaliação da atividade hemolítica dos OE, foram obtidas hemácias de 

voluntário saudável sem histórico recente de uso de antibióticos e/ou drogas anti-

inflamatórias para doenças infecciosas e/ou inflamatórias por 3 semanas antes da coleta da 

amostra sanguínea, que foi realizada com sistema a vácuo. Uma alíquota de 4 mL do 

sangue foi lavada com solução salina (0,9% p/v, NaCl) por centrifugação a 3.000 rpm, 

durante 5 minutos, sendo o sobrenadante descartado. Os eritrócitos sedimentados no tubo 

foram diluídos em solução salina até obtenção de uma suspensão a 1% (v/v). Alíquotas 

iguais de suspensão de eritrócitos e OE em diferentes concentrações (1.000, 500, 250, 125 

e 50 µg/mL), foram misturadas e incubadas a 37ºC, com agitação contínua, durante 60 

minutos. As soluções foram centrifugadas a 3.000 rpm por 5 minutos e, a partir do fluido 

sobrenadante, transferiu-se 100 µL para uma microplaca para aferirar a absorbância no 

espectrofotômetro a 550 nm (MICROPLATE READER, modelo TP-READER NM).  Para 

eliminar a interferência do OE na absorbância, foram preparadas soluções controle sem a 

adição de hemácias (solução controle branco). As suspensões de hemácias acrescidas de 

solução salina e de água destilada foram, respectivamente, os controles hemolíticos de 

mínimo e máximo. O experimento foi realizado em duplicata, por duas vezes (OLIVEIRA 

et al., 2011). 

 

3.5 AVALIAÇÃO PRELIMINAR DE TOXICIDADE CONTRA Artemia salina 

 

Ovos de A. salina adquiridos em comércio de psicultura ornamental na cidade de 

São Luís (MA), Brasil, foram submetidos a condições ideais para eclosão e posterior 

desenvolvimento das larvas até alcançarem o estágio de metanáuplio (24 horas); estas 

foram transferidas para recipientes plásticos, separando-se grupos de 10 indivíduos para 

cada receptáculo. O experimento foi realizado em duplicata e em cada receptáculo 

adicionou-se solução salina (0,9% p/v, NaCl) e alíquotas dos OE nas concentrações de 10, 

100 e 1.000 µg/mL. Como controle positivo, utilizou-se 10 µg/mL de solução dicromato de 
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potássio (K2Cr2O7) em salina. Solução de DMSO em salina a 0,01% foi utilizada como 

controle negativo. Após 24 horas de contato, foram contados os microcrustáceos mortos. O 

resultado avaliou a concentração letal média (CL50), sendo considerado “tóxico” se a CL50 

< 1000 µg/mL e “não tóxico” se a CL50 > 1000 µg/mL (MEYER et al., 1982; ROSA et al., 

2016). 

 

3.6 BIOENSAIO COM LARVAS DE Tenebrio molitor 
 

As larvas de T. molitor foram mantidas em recipiente plástico, contendo substrato 

apropriado, fechado com tampa perfurada revestida internamente por tecido fino, em 

temperatura aproximada de 15ºC. Estas foram selecionadas de modo que tivessem 

aparência uniforme em tamanho e posteriormente higienizadas com álcool 70%. Em 

seguida, foram distribuídas em grupos experimentais em placas de Petri descartáveis e 

estéreis, contendo 10 indivíduos em cada grupo, correspondentes as concentrações de 

1.000 a 62,5 µg/mL dos OE e controle. Os grupos receberam, através de injeção, 10 µL dos 

OE previamente diluídos em DMSO (0,01%) nas concentrações trabalhadas ou somente 

salina (0,9% p/v, NaCl) para o grupo controle, na segunda esternite visível acima da cauda, 

na porção ventral, sendo posteriormente mantidas a 37ºC. A taxa de sobrevivência das 

larvas foi observada em intervalos de 24 horas por 5 dias após a administração dos OE, 

considerando larvas mortas aquelas que visualmente apresentam melanização e ausência de 

resposta a estímulos físicos, tocando-as suavemente (FERRO et al., 2016). Os 

experimentos foram realizados duas vezes em duplicata. 

 

3.7 ORIGEM E CULTIVO DAS AMOSTRAS BACTERIANAS  

 

Para os experimentos com uso de amostras bacterianas foram utilizadas 5 C. 

diphtheriae isoladas de nasofaringe durante surto de difteria ocorrido no Maranhão, Brasil 

(SANTOS et al., 2015) e duas amostras padrão American Type Culture Collection 

(ATCC), conforme Tabela 1. Todas as amostras foram cedidas pelo Laboratório de Difteria 

e corinebactérias de Importância Médica da UERJ (LDCIC-UERJ), que estão estocadas em 

meio GC-glicerol 20% no Laboratório de Doenças Bacterianas Respiratórias e Sistêmicas 

(LDBRS) da Universidade Ceuma e foram cultivadas por 24-48h/37°C em meio Trypticase 

Soy Broth (TSB), Trypticase Soy Agar (TSA) e/ou ágar sangue de carneiro e ágar 

chocolate telurito (SABBADINI et al., 2010).  
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Tabela 1 - Isolados de Corynebacterium diphtheriae utilizados no estudo. 

Isolados 

Corynebacterium 

diphtheriae 

 

Subespécie 

 

Origem 

 

Toxinogenicidade 

MA 19 Intermedius Difteria/Faringe 

Maranhão/Brasil 

+ 

MA 23 Intermedius Difteria/Faringe 

Maranhão/Brasil 

+ 

MA 52 Intermedius Difteria/Faringe 

Maranhão/Brasil 

+ 

MA 131 Intermedius Difteria/Faringe   

Maranhão/Brasil 

+ 

MA 150 Intermedius Difteria/Faringe 

Maranhão/Brasil 

+ 

*ATCC 27010/ 

C7s  

Mitis Difteria/Orofaringe 

Estados Unidos da 

América 

- 

ATCC 27012 Mitis Difteria/Orofaringe 

Estados Unidos da 

América 

+ 

MA: Maranhão; ATCC: American Type Culture Collection; *: Amostras homólogas; -: Não 

produtor de toxina diftérica; +: Produtor de toxina diftérica 

 

 

3.8 DETERMINAÇÃO DA CONCENTRAÇÃO INIBITÓRIA MÍNIMA (CIM) 

DOS ÓLEOS ESSENCIAIS  

 

Ensaios de microdiluição foram realizados a partir de inóculos de suspensões 

microbianas em salina (1,5.108 UFC mL-1, que corresponde a 0,5 da escala de McFarland), 

diluídas em meio de cultura caldo Mueller Hinton (MH) (Difco) na proporção 1:10 e 

transferidas para poços de microplaca de 96 poços contendo os OE diluídos seriadamente a 

partir da concentração de 3.000 µg/mL, na proporção de 1:2. As microplacas foram 

incubadas a 37ºC por 48 horas. A revelação do ensaio foi feita pela adição de 30 μL de 

resazurina (0,03%) em cada poço da microplaca, a qual foi novamente incubada por 30 

minutos. Os controles do experimento foram o negativo, contendo apenas meio de cultura 

acrescido de suspensão bacteriana, e o positivo, constituído de meio de cultura com 

cloranfenicol (30 μg) ao qual foi incluída a suspensão bacteriana. A CIM foi a menor 

concentração dos OE na qual não se detectou mudança de coloração do azul para o róseo 

(PALOMINO et al., 2002), denotando ausência de crescimento bacteriano. O experimento 
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foi realizado por duas vezes, em triplicata. A classificação da atividade antimicrobiana dos 

OE seguiu a proposta de ALIGIANNIS et al. (2001), na qual é considerada forte se a CIM 

estiver nas concentrações de 50 a 500 µg/mL, moderada com CIM entre 600 e 1.500 

µg/mL e fraca com CIM acima de 1.500 µg/mL.  

 

3.9 DETERMINAÇÃO DA CONCENTRAÇÃO BACTERICIDA MÍNIMA 

(CBM) 

 

Para a determinação da CBM, uma alíquota de 10 μL dos poços que não 

apresentaram crescimento microbiano visível no experimento de CIM foi retirada e 

inoculada em placas de ágar MH. Posteriormente, as placas foram incubadas a 37ºC por 48 

horas. A CBM foi a menor concentração dos OE na qual não ocorreu crescimento 

bacteriano sobre a superfície do meio de cultura. Os OE foram considerados agentes 

bacteriostáticos, quando a razão CBM/CIM > 4, e agentes bactericidas, quando a razão 

CBM/CIM ≤ 4. Os ensaios foram realizados em duplicata, por duas vezes (KOO et al., 

2000; GATSING et al., 2006; SANTURIO et al., 2007).  

 

3.10 EFEITO DOS ÓLEOS ESSENCIAIS NA MORFOLOGIA E 

AGREGAÇÃO BACTERIANA 

 

Microrganismos na densidade óptica (DO) 0,3 em comprimento de onda de 570 

nm, cultivados na presença de ½ da CIM do OE que apresentou CIM e CBM, por 24 e 48 

horas, foram corados pelo método de Gram e observados em microscópio óptico sob 

objetiva de imersão. A fim de se verificar a ocorrência de alterações na morfologia dos 

microrganismos e o efeito na agregação bacteriana, foram considerados 10 campos 

contendo entre 40 e 70 microrganismos. O experimento foi realizado por duas vezes 

(GOMES et al., 2013). 

 

3.11 AVALIAÇÃO DA ATIVIDADE ANTIBIOFILME  

 

A formação de biofilme foi determinada em placas de microtitulação de 

poliestireno de 96 poços (STEPANOVIC et al., 2000). Alíquotas de suspensões 

bacterianas em meio de cultura caldo TSB, na DO de 0,2 aferida em comprimento de onda 

de 570 nm, foram dispostas em microplacas de 96 poços, juntamente com o OE que 

apresentou CIM e CBM na concentração de ½ da CIM. Poços controle, não contendo o OE 
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(controle negativo) e contendo dimetilsulfóxido (DMSO, controle positivo) a 1% também 

foram preparados. Após incubação por 48 horas a 37ºC, aspirou-se cuidadosamente o 

conteúdo dos poços, que foram lavados com solução salina 0,9%. Houve então, para os 

microrganismos que permaneceram aderidos, fixação com metanol a 99% e coloração com 

cristal violeta a 2%. O corante foi solubilizado com 160 μL de ácido acético glacial e a DO 

da solução foi aferida em comprimento de onda de 550 nm (MICROPLATE READER, 

modelo TP-READER NM) (GOMES et al., 2013). 

A formação de biofilme foi classificada qualitativamente conforme categorias 

previamente propostas por STEPANOVIC et al. (2000) e SOUZA et al. (2015) em: não 

aderentes (-), quando a DO ≤ DOc (Controle); fracamente aderentes (+), quando DOc< DO 

≤ 2 x DOc; moderadamente aderentes (++), quando 2 x DOc < DO ≤ 4x DOc; fortemente 

aderentes (+++), quando 4 x DOc ≤ DO. O experimento foi realizado por duas vezes, em 

triplicata.  

 

3.12 ANÁLISE ESTATÍSTICA  

 

Todas as análises de dados foram realizadas com o programa Graphpad Prism 6. 

Os dados dos testes de concentração letal e toxicidade foram expressos como média ± 

desvio-padrão. Nas análises dos dados obtidos nos testes de sobrevivência de T. molitor e 

atividade antibiofilme, para verificar as diferenças entre os grupos, considerou-se como 

significativo p<0,05. A curva de sobrevivência no ensaio com as larvas de T. molitor foi 

obtida através da aplicação dos testes de Kaplan-Meier, analisando os resultados com o 

teste Log-Rank (Mantel-Cox).  Para os dados obtidos do teste de biofilme aplicou-se o 

teste de Tukey. 
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4 RESULTADOS  

 

4.1 ANÁLISE QUÍMICA DOS ÓLEOS ESSENCIAIS 

 

As folhas de C. verum (canela) tiveram 2% de rendimento na produção de óleo 

essencial. Na Tabela 2, é possível observar que a análise cromatográfica identificou 21 

componentes, sendo o eugenol (72,1%) o componente majoritário, seguido do α-felandreno 

(6,89%) e do Ο-cimeno (3,56%).  

 

Tabela 2 – Composição química do óleo essencial extraído de folhas de Cinnamomum 

verum J. Presl. (canela). 

Pico Área (%) Composto identificado 

1 0.46 αTujeno 

2 2.66 αPineno 

3 0.65 Canfeno 

4 0.76 βPineno 

5 0.44 βMirceno 

6 6.89 αFelandreno 

7 0.33 3Careno 

8 3.56 o-Cimeno 

9 0.82 Limoneno 

10 0.64 1,8- Cineol 

11 0.45 Terpinoleno 

12 

13 

14 

15 

16 

17 

18 

19 

20 

21 

1.43 

0.41 

0.44 

72.1 

3.15 

0.54 

1.22 

0.31 

0.24 

2.48 

Linalol 

αTerpineol 

E- Cinamaldeído 

Eugenol 

βCariofileno 

αHumuleno 

Não identificado 

Espatulenol 

Óxido de cariofileno 

Benzoato de benzila 

 

 

O OE de S. aromaticum (cravo) apresentou rendimento de 3,64%. Na Tabela 3 

verifica-se a identificação de 15 componentes, sendo os majoritários o eugenol (44,29%), o 

cariofileno (4,87%) e o α-humuleno (4,87%).  

Fonte: O autor, 2019 
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Tabela 3 - Composição química do óleo essencial extraído de inflorescências desidratadas 

de Syzygium aromaticum (L.) Merr. & L.M. Perry (cravo). 

 

Pico Área (%) Composto identificado 

1 44.29 Eugenol 

2 0.72 Copaeno 

3 

4 

5 

6 

7 

8 

9 

10 

11 

12 

13 

14 

15 

0.02 

0.04 

4.87 

0.03 

4.87 

0.16 

0.10 

0.11 

0.10 

0.08 

0.29 

0.25 

0.15 

Óxido de Cariofileno 

Isocariofileno 

Cariofileno 

α-Cebebeno 

α-Humuleno 

γ- Muuroleno 

α-Farneseno 

Panaxene 

β-Patchoulane 

1- (2-bromoetil) Adamantano 

Δ-Cadineno 

Acetato de Eugenol 

Hidroazuleno 

 

 

 

4.2 ATIVIDADE ANTIOXIDANTE UTILIZANDO MÉTODO FOSFOMOLIBDÊNIO 

DE AMÔNIO  

 

A análise da atividade antioxidante do OE de C. verum demonstrou redução do 

radical fosfomolibdênio em 21,5% e o OE de S. aromaticum em 40,6%.  

 

4.3 ATIVIDADE HEMOLÍTICA 

 

A avaliação da toxicidade sobre as hemácias humanas pelos OE revelou que 

concentração acima de 225 ± 0,01 µg/mL do OE de C. verum é necessária para hemolisar 

50% das hemácias, assim como para o OE de S. aromaticum é de 514 ± 0,01 µg/mL. 

 

4.4 AVALIAÇÃO PRELIMINAR DE TOXICIDADE CONTRA Artemia salina 

 

A avaliação preliminar da toxicidade dos OE contra A. salina demonstrou que para 

o OE de C. verum a concentração letal para 50% dos microcrustáceos (CL50) foi de 1,37 ± 

3,24 µg/mL, enquanto que para o óleo de S. aromaticum apresentou CL50 de 377, 25 ± 3,90 

µg/mL. 

 

Fonte: O autor, 2019 
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4.5 BIOENSAIO COM LARVAS DE Tenebrio molitor 

 

A média de sobrevivência das larvas de T. molitor após a administração do OE de 

C. verum em cinco concentrações diferentes foi de 56,88%, já com o de S. aromaticum a 

taxa foi de 80% (Figura 1). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

 

 

 

 

 

4.6 DETERMINAÇÃO DA CONCENTRAÇÃO INIBITÓRIA E BACTERICIDA 

MÍNIMA 

 

Analisando o potencial de inibição dos OE, obteve-se para óleo de C. verum 

inibição em 4 amostras (MA 19, MA 23, MA 52, MA 150) dos 7 isolados testados, em 

concentrações que variaram entre 1.500 e 750 µg/mL. Para o OE de S. aromaticum, todos 

os isolados foram inibidos, com variação de concentrações de 1.000 a 62,5 µg/mL (Tabela 

4).  

B A  

Fonte: O autor (2019) 

Figura 1 – Taxa de sobrevivência de larvas de Tenebrio molitor após inoculação dos 

óleos essenciais de Cinnamomum verum J. Presl. (A) e Syzygium aromaticum 

(L.) Merr. & L.M. Perry (B). 
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Tabela 4 - Concentrações inibitória e bactericida mínimas (µg/mL) dos óleos essenciais de 

Cinnamomum verum J. Presl. e Syzygium aromaticum  (L.) Merr. & L.M. 

Perry contra Corynebacterium diphtheriae.  

            Óleos essenciais   

 C. verum S. aromaticum Cloranfenicol  

C. 

diphtheriae 
CIM CBM CBM/CIM CIM CBM CBM/CIM CIM 

MA 19 1.500 ND ND 500 ND ND 0,05 

MA 23 1.000 ND ND 1.000 ND ND 0,23 

MA 52 1.000 ND ND 250 ND ND 0,23 

MA 131 ND ND ND 1.000 ND ND 0,46 

MA 150 750           ND ND 62,5 2.000 32 0,93 

ATCC 

27010 
ND ND ND 1.000 2.000 2 0,23 

ATCC 

27102 
ND ND ND 1.000 ND ND 0,23 

 

 

 

 

 

 

Ainda na Tabela 4, verifica-se que foi possível determinar as concentrações 

bactericidas mínimas apenas para o OE de S. aromaticum, em dois isolados, tendo a 

relação entre as CBM e CIM indicado atividade bactericida contra ATCC 27010 e 

bacteriostática na MA 150. 

 

4.7 EFEITO DO ÓLEO ESSENCIAL NA MORFOLOGIA BACTERIANA 

 

O OE de S. aromaticum, por ter inibido o crescimento de todas as amostras 

testadas, foi escolhido para realização do estudo do efeito do OE na morfologia da célula 

bacteriana e observou-se que este não provocou nenhuma mudança significativa, conforme 

observado com a coloração de Gram em microscopia dos esfregaços, demonstrados na 

Figura 2.  

CIM: Concentração inibitória mínima. CBM: Concentração bactericida mínima. MA: Maranhão. 

ATCC: American Type Culture Collection. ND: Não foi possível definir nas concentrações avaliadas. 

Bacteriostático: razão CBM/CIM > 4. Bactericida: razão CBM/CIM ≤ 4. Média aritmética de um 

experimento realizado em duplicata. 
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Figura 2 - Micrografias após coloração pelo método de Gram, de Corynebacterium      

diphtheriae (MA 23) cultivada com óleo essencial de Syzygium aromaticum 

(L.) Merr. & L.M. Perry. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

4.8 AVALIAÇÃO DA ATIVIDADE ANTIBIOFILME DO ÓLEO ESSENCIAL 

 

Assim como para o experimento do efeito do OE na morfologia bacteriana, a 

avaliação da atividade do OE na produção do biofilme foi realizada apenas com OE de S. 

aromaticum, por ter inibido todas as amostras de C. diphtheriae testadas. 

 Em relação a classificação qualitativa da produção do biofilme, de acordo com a 

proposta de Stepanovic et al. (2000), observou-se que os isolados MA 23, MA 52, MA 131 

e as ATCC 27010 e 27012 formaram biofilme em placa de poliestireno sem o acréscimo 

do OE de S. aromaticum (grupo controle), classificadas todas como fracamente aderente.   

 Quando na presença do OE de S. aromaticum, foi observado que os isolados MA 

52, MA 131 e ATCC 27012 mantiveram a mesma classificação de aderência na formação 

de biofilme daquela do grupo controle.  Já os isolados MA 19 e a MA 150 passaram a ter 

produção classificada como fracamente aderente, alterando o seu perfil de adesão da 

formação de biofilme. Os isolados MA 23 e a ATCC 27010 tiveram a classificação 

alterada para não aderente, como se pode observar na Tabela 5.  

 

 

 

 

 

 

A B C 

A: coloração de Gram do isolado após 24h de crescimento em meio com OE em concentração de ½ 

da CIM. B: coloração de Gram após 48h de crescimento em meio com OE em concentração de ½ 

da CIM. C:  coloração de Gram do controle bacteriano, crescido em meio sem OE. MA: Maranhão. 

Aumento de 1000X. 
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Tabela 5 - Formação de biofilme mediante influência do óleo essencial de Syzygium 

aromaticum (L.) Merr. & L.M. Perry. 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

MA: Maranhão. Controle: formação de biofilme sem OE. CIM: Concentração inibitória mínima. 

Classificação: -: não aderente; +: fracamente aderente; ++: moderadamente aderente; +++: 

fortemente aderente. 

 

 

Na Figura 3, analisando-se quantitativamente o biofilme formado, observa-se que a 

presença o óleo de S. aromaticum aumentou a produção do biofilme nas placas de 

poliestireno em 71, 4% das amostras bacterianas, quando comparadas ao controle (sem 

adição de OE). 

Utilizando o teste de Tukey, foi observado que apenas um isolado (MA 23) teve 

redução significativa na produção de biofilme (p < 0,05) com OE na concentração de ½ da 

CIM, quando se comparou com a formação de biofilme do isolado sem a adição do OE. 

Todos os demais tiveram incremento na formação de biofilme, porém somente em dois 

(MA 150 e ATCC 27012) foi significativo estatisticamente. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Amostras Controle ½ da CIM  

MA 19 - + 

MA 23 + - 

MA52 + + 

MA 131 + + 

MA 150 - + 

ATCC 27010 + - 

ATCC 27012 + + 
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Figura 3 - Influência do óleo essencial de Syzygium aromaticum (L.) Merr. & L.M. 

Perry na concentração de ½ da CIM sobre a formação de biofilme de 

amostras de Corynebacterium diphtheriae em placas de poliestireno. 
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MA: Maranhão. [s]: Formação de biofilme sem adição do óleo; [c]: Formação de biofilme com adição do 

óleo; *: p < 0,05 (Teste de Tukey); **: p < 0,005; ***: p < 0,0001. Experimentos foram feitos duas vezes em 

triplicata. As barras representam media ±desvio padrão. 
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5 DISCUSSÃO 

Os produtos naturais são fonte importante para desenvolvimento de medicamentos 

comerciais, abrindo possibilidades de descobertas para compostos bioativos que podem ser 

usados na medicina terapêutica, devido aos seus metabólitos de grande diversidade 

estrutural (COLEGATE e MOLYNEUX, 2007; BRANDÃO et al., 2010; DEXHEIMER e 

POZZOBON, 2017). 

Nesta pesquisa, foi realizada a análise cromatográfica dos OE obtido das folhas de 

canela (C. verum) e das flores secas de cravo (S. aromaticum), que identificou para ambos 

os OE o eugenol como o componente majoritário. O eugenol é reportado como tendo ação 

antiviral, antimicrobiana, antifúngica, anticancerígena, antioxidante e anti-inflamatória 

(HAN e PARKER, 2017; EL-SABER BATIHA et al., 2020), revelando forte potencial 

farmacológico no combate ou controle a vários tipos de doenças. 

KUBATKA et al. (2020) encontraram em óleo essencial comercial de canela 

através de análise de cromatografia gasosa, predominância de cinamaldeído (75%), assim 

como também outros estudos identificaram a mesma substância como componente 

majoritário (KALLEL et al., 2019; ZIKELI et al., 2020; MORTAZAVI e ALIAKBARLU, 

2019). Essa diferença entre componentes majoritários do OE de canela (C. verum) pode 

ocorrer devido ao material vegetal a partir do qual foi extraído, como apontado por 

ELCOCKS et al. (2019). Estes autores, estudando o efeito bactericida da canela, 

encontraram diferenças entre os componentes presentes nos OE extraídos a partir da casca 

e das folhas de canela, sendo que aquele proveniente das cascas teve predominância de 

cinamaldeído, enquanto que o obtido a partir das folhas, o eugenol. 

SILVESTRI et al. (2010), ASCENÇÃO e FILHO (2013), BAKOUR et al. (2018), 

GOMES et al. (2018) e EL-SABER BATIHA et al. (2020) também relataram eugenol 

como componente majoritário do OE extraído de S. aromaticum, corroborando os 

resultados descritos no presente trabalho. 

Compostos que provocam desequilíbrio oxidativo no organismo podem conduzir ao 

desenvolvimento de doenças como câncer, revelando necessidade da busca por substâncias 

capazes de combater agente oxidantes (SILVA, 2016; MANTLE et al., 1998; RUBERTO e 

BARATTA, 2000). Devido a síntese de metabólitos secundários das plantas, óleos 

essenciais e extratos de origem vegetal são potenciais fontes de antioxidantes (BAKKALI 

et al., 2008; RAZAVI et al., 2008). Neste estudo, o OE de C. verum apresentou baixa 
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atividade antioxidante (21,5%) em comparação ao controle positivo (ácido ascórbico-100% 

de atividade antioxidante), enquanto o OE de S. aromaticum revelou atividade maior 

(40,6%), confirmando o potencial antioxidante. 

O composto eugenol é relatado como tendo propriedades antioxidantes (DIAS, 

2009; BARBOZA et al., 2018); no presente estudo, o OE de C. verum, apesar de tê-lo 

como composto majoritário, apresentou baixa atividade antioxidante e o OE de cravo (S. 

aromaticum) demonstrou maior taxa de atividade antioxidante. Nos estudos de 

ANDRADE et al. (2012) o óleo essencial de casca de canela (C. verum) não apresentou 

atividade antioxidante significativa. O óleo essencial de cravo foi reportado como tendo 

forte atividade antioxidante por SCHERER et al. (2009).  

O resultado obtido pode ter ocorrido em virtude da taxa de compostos fenólicos 

(não foram quantificados neste estudo), que desempenham importante papel na atividade 

antioxidante e dependem das condições ambientais da planta (HUANG e FRANKEL, 

1997; LEE e SHIBAMOTO, 2001). Um possível motivo pelo qual a atividade antioxidante 

do OE de C. verum demonstrou-se abaixo do esperado é a ocorrência de diferenças 

genéticas das plantas usadas nos trabalhos (SHAN et al., 2005). 

A avaliação da estabilidade mecânica da membrana eritrocitária constitui-se em 

sensível indicador de danos provocados por compostos químicos, auxiliando na triagem 

para testes de citotoxicidade (YAMAGUCHI et al., 2013; SHARMA e SHARMA, 2001). 

Ensaios hemolíticos avaliam a quantificação de hemoglobina liberada na presença de 

diferentes concentrações do composto estudado (MARYA et al., 2012). A avaliação da 

toxicidade sobre as hemácias humanas pelos OE utilizados neste estudo revelou atividade 

hemolítica, de maneira que são necessárias concentrações acima de 200 µg/mL do OE de 

C. verum para hemolisar 50% das hemácias e 500 µg/mL para o OE de S. aromaticum.  

RANGEL et al. (2018) apresentaram resultados que indicam baixa toxicidade do 

óleo essencial extraído de folha de canela (C. verum) em hemácias humanas, necessitando 

de concentrações acima de 875 µg/mL para lisar de 2 a 8 % de hemácias, também 

MENDONÇA (2015) trabalhando com óleo essencial comercial de canela e cravo (S. 

aromaticum) observou que apenas em concentrações acima 2.048 µg/mL ocorria hemólise 

em 3,2% e 1,7% respectivamente.  

Em estudo anterior, o eugenol já foi reportado como composto com baixa atividade 

hemolítica (HE et al., 2007), com 4,4% de hemólise em concentração de 4.000 µg/mL. O 

OE de C. verum, assim como o de S. aromaticum, apresentaram baixa atividade hemolítica 

comparada ao controle de hemólise mínima, resultado já relatado por MENDONÇA (2015) 
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que obteve baixa toxicidade sobre hemácias humanas utilizando óleos essenciais 

comerciais de C. zeylanicum e S. aromaticum. 

Observou-se ainda, sobre a capacidade de hemólise dos OE, que as concentrações 

nas quais ocorreu lise de hemácias estão abaixo das CIM frente a C. diphtheriae, indicando 

que devem ser melhor estudadas as propriedades que sugerem capacidade de uso 

farmacêutico desses OE para difteria, pois mesmo provocando hemólise em concentrações 

abaixo da CIM, pode haver modulação de sua ação hemolítica e inibitória através da 

combinação com antibióticos de escolha para a referida doença ou mesmo em combinação 

com outros OE (FU et al., 2007; PROBST, 2012). 

Ambos os óleos essenciais trabalhados no presente estudo trouxeram CL50 abaixo 

de 1.000 µg/mL no experimento de letalidade com A. salina, valores considerados tóxicos.  

O ensaio de toxicidade aguda com A. salina é um teste rápido, de baixo custo, 

eficiente e que requer uma pequena quantidade de amostra (SIQUEIRA et al., 1998). A 

letalidade desse organismo tem sido utilizada para identificação de repostas biológicas, nas 

quais as variáveis como a morte ou vida são as únicas envolvidas (MEYER et al., 1982). 

Apesar desse teste ser um bom parâmetro para indicar toxicidade in vivo, existem autores 

que o correlacionam como indicativo também de atividades antimicrobiana e 

anticancerígena (KANWAR, 2007; HARADA, 2009; LUNGUINO, 2012; ROSA et al., 

2016).  

GOMES et al. (2019) encontraram resultados semelhantes utilizando OE extraído 

de folhas de canela (C. verum), tendo obtido CL50 em 162,1 µg/mL, e de cravo (S. 

aromaticum), apresentando CL50 de 1 µg/mL. A toxicidade apresentada pelos OE testados 

para este experimento está relacionada ao eugenol, componente que isoladamente já foi 

descrito como tendo alta toxicidade, mas também apresentando ação antimicrobiana, 

antisséptica e antinflamatória (SHIH et al., 2014; MANRIQUE et al., 2016; HAN e 

PARKER, 2017), corroborando com os resultados obtidos no presente estudo, que obteve 

toxicidade para A. salina e efeito inibitório nas C. diphtheriae testadas. 

As taxas de sobrevivência das larvas de T. molitor foram elevadas, quando se 

utilizou OE de cravo (S. aromaticum) em concentração de até 1.000 µg/mL, enquanto que 

trabalhadas as mesmas concentrações com OE de canela (C. verum) teve valor pouco 

acima de 50%, conforme apresentado na Figura 1. 

No Brasil, larvas de T. molitor são amplamente utilizadas e comercializadas como 

ração animal, devido a sua facilidade de manuseio e curto ciclo de vida, o que favorece o 

uso deste inseto como modelo alternativo para estudos in vivo de patogenicidade e de 

http://www.scielo.br/scielo.php?script=sci_arttext&pid=S1516-05722016000100019#B31
http://www.scielo.br/scielo.php?script=sci_arttext&pid=S1516-05722016000100019#B29
http://www.scielo.br/scielo.php?script=sci_arttext&pid=S1516-05722016000100019#B34
https://onlinelibrary.wiley.com/doi/full/10.1111/1750-3841.14180#jfds14180-bib-0034
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toxicidade (HAN et al., 2016; McGONIGLE et al., 2016). MARTÍNEZ et al. (2018), 

trabalhando com óleo essencial comercial de canela (C. verum) e cravo (S. aromaticum), 

cujo componente majoritário de ambos foi eugenol assim como no presente estudo, buscou 

encontrar a concentração letal e o tempo letal destes sobre T. molitor nos estágios de pupa, 

larva e adulto e obtiveram resultados distintos, observando maiores taxas de letalidade para 

o OE de canela do que para o OE de cravo para T. molitor em estágio larval, corroborando 

os resultados obtidos neste estudo.  

Os OE apresentaram capacidade de inibição dos isolados de C. diphtheriae, sendo 

que o OE de cravo (S. aromaticum) inibiu todos os isolados na concentração média de 559 

µg/mL, enquanto que o de canela (C. verum) inibiu 57% dos isolados, aproximadamente, 

em concentração média de 1.062,50 µg/mL (Tabela 4).  Não existem relatos publicados 

quanto a ação de inibição destes OE frente a C. diphtheriae, porém tem sido descrito 

resultados relacionados a capacidade de inibição microbiana destes OE sobre bactérias 

Gram positivas. 

O OE de canela (C. verum) é relatado apresentando atividade inibitória frente a 

isolados de bactérias Gram positivas, como LEBEL et al. (2017) descreveram para 

Solobacterium moorei (na concentração de 0,039%), ABBASZADEGAN et al. (2016), 

testando em Enterococcus faecalis, observaram inibição efetiva na concentração de 1.000 

µg/mL e BARDAJÍ et al. (2015) com ação de inibição moderada frente a Streptococcus 

mitis (350 mg/mL), S. mutans (200 mg/mL), Lactobacillus casei (300 mg/mL).  

O OE de cravo (S. aromaticum) também tem relatos de atividade inibitória frente a 

bactérias Gram positivas, como XU et al. (2016), que observaram inibição frente a S. 

aureus em concentração de 625.10³ µg/mL. RADÜNZ et al. (2019), que obtiveram 

inibição efetiva frente a Listeria monocytogenes e S. aureus na concentração de 304.000 

µg/mL e ÁCS et al. (2016) que relataram forte inibição frente a S. aureus em concentração 

de 1.000 µg/mL.  

A ausência de inibição de alguns isolados pelo OE de canela (C. verum), bem como 

as concentrações maiores para provocar inibição em relação ao OE de cravo (S. 

aromaticum), pode ser atribuída a maior quantidade de eugenol identificada no mesmo. 

Este composto apresenta maior efeito contra bactérias Gram negativas do que Gram 

positivas, alterando o funcionamento da membrana plasmática por aumentar a quantidade 

de gordura saturada C16, C18 e ácidos graxos, e diminuir a quantidade de gordura 

insaturada C18. Impede também o transporte de íons e adenosina trifosfato (ATP), 
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atingindo diferentes enzimas bacterianas como a ATPase, carboxilase, amilase e proteases 

(NAZZARO et al., 2013; JESUS e TORELI, 2019). 

A ocorrência dessas divergências quanto aos resultados obtidos nos testes de 

capacidade de inibição de OE pode ser atribuída às variáveis dos experimentos que afetam 

os resultados, tais como meio de cultura utilizado, tempo e temperatura de incubação, 

origem, volatilidade, entre outros. Assim como também pode ter relação com a 

composição da parede dos microrganismos (presença de ácidos corinemicólicos) testados, 

que fazem parte do grupo CMN, junto com as micobactérias (AURICCHIO e BACCHI, 

2003). 

SARTORATTO et al. (2004), baseado em estudos sobre materiais de plantas e suas 

ações inibitórias de ALIGIANNIS et al. (2001),  propôs a classificação  da atividade 

antimicrobiana de OE a partir dos valores de concentração inibitória, de maneira que a 

atividade antimicrobiana é considerada forte se a CIM for de 50 a 500 µg/mL, moderada, 

com CIM entre 600 e 1.500 µg/mL e fraca com CIM acima de 1.500 µg/mL, o que revela 

atividade antimicrobiana moderada para o OE de C. verum e de forte a moderada para o 

OE de S. aromaticum nos isolados testados neste trabalho. 

SANTOS et al. (2017) avaliando a concentração bactericida mínima de óleo 

essencial comercial de canela (C. verum) frente a S. aureus não obtiveram efeito 

bactericida, apesar de ter observado a inibição, corroborando os dados obtidos no presente 

estudo, que não obteve efeito bactericida com OE de canela em isolados de C. diphtheriae.  

Com o OE de cravo (S. aromaticum), mesmo demonstrando capacidade de inibição 

em todos os isolados testados, somente foi observada concentração bactericida mínima 

para 2 amostras (MA 150 e ATCC 27010), conforme apresentado na Tabela 4, divergindo 

dos estudos de WONGSAWAN et al. (2019) que reportaram atividade bactericida do OE 

de cravo em todos os 15 isolados de Streptococcus suis nos quais testou, em concentração 

de 0,01%, assim como também no trabalho de OLIVEIRA e SALES (2019), que obtiveram 

efeito bactericida em S. aureus com baixa concentração deste óleo (50 µL/mL) nas 

amostras testadas. 

ALIBI et al. (2020) usaram a relação entre concentração bactericida e inibitória 

mínima para verificar se os óleos de cravo (S. aromaticum) e canela  (C. verum)  tinham 

efeito bacteriostático ou bactericida, tendo observado que ambos foram efetivamente 

bactericida para isolados de bactérias Gram negativa e Gram positivas, divergindo dos 

resultados obtidos neste trabalho, cuja análise de mesma relação demonstrou que somente 
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o OE de cravo foi bactericida em um isolado, com ausência de gene para toxina diftérica, e 

bacteriostático para um isolado com o referido gene. 

As divergências observadas nos estudos de suscetibilidade e a dificuldade em 

comparar os resultados obtidos em pesquisas que verificam a atividade antimicrobiana de 

plantas medicinais e seus produtos derivados podem ser atribuídos as mudanças nas 

condições ambientais no momento da coleta do material vegetal, na parte da planta 

estudada, nos procedimentos e protocolos seguidos (AURICCHIO e BACCHI, 2003), 

características físico-químicas dos óleos essenciais (NAKAMURA et al., 1999), 

reciprocidade de seus constituintes e na forma de extração (MOREIRA et al., 2005; 

PONCE et al., 2003), entre outros fatores.  

O presente estudo verificando ação inibitória em todos os isolados do experimento 

pelo OE de S. aromaticum realizou teste para verificar a influência do óleo na célula 

bacteriana e também na formação de biofilme. 

 Não foi possível observar alteração na morfologia celular nem aumento de 

agregação das células bacterianas usando OE de cravo nas concentrações de ½ da CIM no 

presente trabalho. A hidrofobicidade dos óleos essenciais permite a interação com lipídios 

presentes na membrana celular das bactérias, provocando permeabilidade em sua estrutura, 

podendo conduzir a uma alteração ou mesmo vazamento de íons e outras moléculas 

celulares (SIKKEMA et al., 1994).  

GOMES et al. (2013) conseguiram observar alterações na morfologia bacteriana de 

isolados de C. diphtheriae, como filamentação ou aspecto cocoide, na presença dos 

antibióticos eritromicina e penicilina em concentrações abaixo daquelas consideradas 

inibitórias. KOVÁCS et al. (2016) avaliaram a morfologia de Campylobacter jejuni após 

2h de tratamento com OE de cravo (S. aromaticum) a 330 µg/mL (1,65 x CIM) e 

verificaram que as células bacterianas encurtaram e apresentaram curvatura menos intensa, 

além de que demonstraram que os componentes do OE de cravo da índia influenciaram não 

apenas na expressão de genes de estresse, mas também na expressão de genes associados à 

virulência por C. jejuni.  

Esse contexto indica provável ação dose dependente, além de sugerir que o 

mecanismo de ação desses OE pode causar dano na membrana celular bacteriana através 

de extravasamento de componentes celulares, sem alterar a morfologia ou determinar a 

perda da viabilidade celular da bactéria (NAZZARO et al., 2013).  

Neste estudo, o OE de cravo (S. aromaticum) em concentração subinibitória alterou 

o perfil de produção de biofilme dos isolados (Tabela 5), aumentando a produção em 90% 
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das amostras testadas conforme apresentado na Figura 3. A formação de biofilme constitui 

um estilo de vida alternativo no qual os microrganismos adotam um comportamento 

multicelular que facilita e/ou prolonga a sobrevivência em diversos nichos ambientais 

(KOSTAKIOTI et al., 2013).  

A inatividade em ação antibiofilme com uso de OE de cravo e de eugenol frente a 

E. coli K-12 de laboratório já foi reportada (KIM et al., 2016). MILLEZI (2012) relatou 

que eugenol não demonstrou eficiência na atividade antibiofilme frente a S. aureus e E. 

coli tendo sido mais eficiente em células planctônicas, corroborando o presente trabalho 

que obteve ação inibitória efetiva, mas sem ação significativa de antibiofilme para maioria 

das amostras testadas. ZHANG et al. (2017) conseguiram observar ação de redução de 

biofilme existente com o eugenol em concentrações duas e quatro vezes acima da CIM 

frente a Porphyromonas gingivalis, não obtendo a mesma capacidade na formação do 

biofilme. 

O incremento de produção de biofilme já foi reportado também por GOMES et al. 

(2013) em estudo com influência de concentrações subinitórias dos antibióticos 

eritromicina e penicilina em isolados de C. diphtheriae. HATHROUBI et al. (2015) 

observaram que concentrações sub-CIM de penicilina G aumentavam a produção e a 

autoagregação do biofilme em linhagens de Actinobacillus pleuropneumoniae. O aumento 

da produção do biofilme em doses sub-CIM dos antibióticos pode estar relacionado com o 

mecanismo de ação destes, conforme sugerido por KOHANSKI et al. (2010) que relataram 

que os antibióticos com ação na parede celular promovem a maior produção de 

peptideoglicanos, gerando o aumento na matriz polissacarídica formadora do biofilme. 

Em relação aos OE, essa observação do aumento na produção de biofilme pode ser 

atribuída a desestabilização da parede celular das bactérias, devido aos componentes do 

óleo em concentrações sub-CIM, estimulando a produção de mais substância polimérica 

extracelular. SANDASI et al. (2008) observaram que os componentes isolados de OE, 

utilizados separadamente, induziam a formação do biofilme em linhagens de Listeria 

monocytogenes. Estes componentes em baixas concentrações estariam ativando respostas 

celulares contra o estresse causado por essas moléculas. Com isso, a produção de 

exopolissacarídeos (EPS) poderia sofrer regulação, com o objetivo de aumentar o biofilme. 

Adicionalmente, células presentes no biofilme, na presença de um agente antimicrobiano 

em pequena concentração, reduzem o metabolismo, a utilização de nutrientes e oxigênio. 

Sendo um dos motivos da maior resistência das células do biofilme aos agentes 

antibacterianos (MAH e O’TOOLE, 2001).  

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Kostakioti%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23545571
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6 CONCLUSÕES 

 

Os OE de C. verum e S. aromaticum tiveram o eugenol como composto majoritário, 

substância já descrita para diversas atuações biológicas, apresentando atividades 

antioxidantes e hemolíticas baixas.  Além disso, foi observada alta toxicidade dos OE 

frente A. salina e baixa para T. molitor. Os testes de inibição para ambos resultaram em 

concentrações inibitórias consideradas baixas, não tendo o OE de canela demonstrado 

capacidade bactericida. O OE de cravo promoveu o aumento da produção de biofilme por 

C. diphtheriae, em concentrações subinibitórias.  

Os resultados obtidos revelam que os OE de canela e cravo tem atividade 

biologicamente interessantes, com a apresentação de inibição e baixo teor tóxico para 

hemácias, instigando o desenvolvimento de estudos adicionais e mais específicos para 

determinar a eficácia desses compostos naturais em combinação com antibióticos 

convencionais para controlar eficientemente o biofilme formado por bactérias patogênicas, 

como C. diphtheriae.  
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ANEXOS 

 

Anexo A:  

Artigo intitulado “Revisão de atividade de plantas medicinais contra Corynebacterium 

spp.” aceito para publicação na Revista Ensaios e Ciência: Ciências Biológicas, Agrárias e 

da Saúde. 
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