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RESUMO 

 
           Staphylococcus aureus resistente a meticilina (MRSA) é atualmente um problema de 

saúde pública por ser capaz de provocar infecções de pele e tecidos moles, pneumonia, 

endocardite e sepse. A bactéria é altamente patogênica ao homem por produzir fatores de 

virulência e ser resistente a antibióticos utilizados na clínica. Produtos naturais tem sido alvos 

de pesquisas na busca por agentes com atividade antibacteriana sobre S. aureus. Este estudo 

determinou a ação antibacteriana do óleo essencial de Syagrus coronata (SCEO) sobre S. 

aureus e investigou a expressão de proteínas na bactéria tratada com o óleo. A análise dos 

constituintes revelou que SCEO contém 11 compostos sendo os ácidos octanóico, 

dodecanóico e decanóico e o γ-eudesmol os majoritários. SCEO apresentou atividade 

antibacteriana sobre 20 linhagens de S. aureus com concentração inibitória mínima variando 

de 156 μg/mL a 625 μg/mL e concentração bactericida mínima de 312 μg/mL a 1250 μg/mL. 

SCEO também reduziu a viabilidade celular do biofilme pré-formado de S. aures. Análise do 

biofilme de S. aureus por microscopia eletrônica de varredura revelou que SCEO alterou a 

estrutura do mesmo com diminuição significativa no número de células e aumento da matriz 

extracelular. Estudo in vivo usando Galleria mellonella revelou que SCEO nas concentrações 

de 15,6 mg/kg e 31,2 mg/kg não alterou a taxa de sobrevivência e o desenvolvimento larval 

ocorreu de maneira similar ao observado para as larvas não tratadas. A inoculação de S. 

aureus promoveu 100% de mortalidade das larvas de G. mellonella em 3 dias e o tratamento 

com SCEO com única dose de 31,2 mg/kg resultou em sobrevivência de 60% após 4 das de 

infecção. O estudo também demonstrou que a contaminação bacteriana na hemolinfa de G. 

mellonella não tratadas foi de 6 Log CFU/mL, 8 Log CFU/mL e 9 Log CFU/mL em 1, 2 e 3 

dias após a infecção, respectivamente e o que SCEO na concentração de 31,2 mg/kg reduziu a 

carga bacteriana para 4 Log CFU/mL, 5 Log CFU/mL e 5 Log CFU/mL em 1, 2 e 3 dias após 

a infecção, respectivamente. A análise do proteoma de S. aureus tratado com SCEO revelou 

diversas proteínas diferencialmente expressas. Em conclusão, SCEO é um agente 

antibacteriano sobre linhagens de S. aureus e a ação in vivo revelou que SCEO é um potencial 

candidato ao desenvolvimento de medicamentos para tratamento antibacteriano, inclusive 

envolvendo o biofilme de S. aureus. 

Palavras-chave: Staphylococcus aureus. Produtos naturais. Antimicrobiano. Syagrus. 

 

 

 

 



 

ABSTRACT 

 
          Methicillin-resistant Staphylococcus aureus (MRSA) is currently a public health 

problem because it is capable of causing skin and soft tissue infections, pneumonia, 

endocarditis, and sepsis. The bacterium is highly pathogenic to man by producing virulence 

factors and being resistant to antibiotics used in the clinic. Natural products have been the 

targets of research in the search for agents with antibacterial activity on S. aureus. This study 

determined the antibacterial action of the essential oil of Syagrus coronata (SCEO) on S. 

aureus and investigated the expression of proteins in the bacteria treated with the oil. The 

analysis of the constituents revealed that SCEO contains 11 compounds being the octanoic, 

dodecanoic and decanoic acids and the γ-eudesmol the majorities. SCEO presented 

antibacterial activity on 20 strains of S. aureus with minimal inhibitory concentration varying 

from 156 μg/mL to 625 μg/mL and a minimum bactericidal concentration of 312 μg/mL to 

1250 μg/mL. SCEO also reduced the cellular viability of the preformed S. aures biofilm. 

Analysis of the S. aureus biofilm by scanning electron microscopy revealed that SCEO 

altered the structure of the same with significant decrease in the number of cells and increase 

of the extracellular matrix. In vivo study using Galleria mellonella revealed that SCEO at 

concentrations of 15.6 mg/kg and 31.2 mg/kg did not change the survival rate and larval 

development occurred in a manner similar to that observed for untreated larvae. S. aureus 

inoculation promoted 100% mortality of G. mellonella larvae in 3 days and SCEO treatment 

with a single dose of 31.2 mg/kg resulted in 60% survival after 4 days of infection. The study 

also showed that the bacterial contamination in untreated G. mellonella hemolymph was 6 

Log CFU/mL, 8 Log CFU/mL and 9 Log CFU/mL at 1, 2 and 3 days post-infection, 

respectively. SCEO at the concentration of 31.2 mg/kg reduced the bacterial load to 4 Log 

CFU/mL, 5 Log CFU/mL and 5 Log CFU/mL at 1, 2 and 3 days post infection, respectively. 

Analysis of the SCEO -treated S. aureus proteome revealed several differentially expressed 

proteins. In conclusion, SCEO is an antibacterial agent on S. aureus strains and in vivo action 

has shown that SCEO is a potential candidate for the development of antibacterial treatment 

drugs, including S. aureus biofilm. 

 

Keywords: Staphylococcus aureus. Natural products. Antimicrobial. Syagrus 
 

 

 

 

 



 

LISTA DE FIGURAS 

 

REFERENCIAL TEÓRICO 

 
Figura 1 – Ciclo de formação de biofilme................................................................................25 

 

ARTIGO 1 - APPLICATION OF OMICS TECHNOLOGIES FOR EVALUATION OF 

ANTIBACTERIAL MECHANISMS OF ACTION OF PLANT-DERIVED PRODUCT 

 

Figure 1. Overview of applications of “omics technologies” to evaluate the mechanisms of 

action of natural antimicrobials (NAM)....................................................................................40 

 
ARTIGO 2 - ANTI-STAPHYLOCOCCAL ACTIVITY OF Syagrus coronata 

ESSENTIAL OIL: BIOFILM ERADICATION AND IN VIVO ACTION ON Galleria 

mellonella INFECTION MODEL 

 
Figure 1 - Effect of the Syagrus coronata essential oil (SCEO) on biomass and cell viability in 

S. aureus UFPEDA-02 biofilm.................................................................................................74 

 

Figure 2 – SEM images of biofilms formed by S. aureus UFPEDA-02...................................75 

 

Figure 3 - Effects of SCEO on Galleria mellonella larvae infected with S. aureus UFPEDA-

02………………………………………………………….......................................................76 

 
ARTIGO 3 - CARACTERIZAÇÃO PROTEÔMICA DE Staphylococcus aureus 

TRATADO COM ÓLEO VOLÁTIL DE Syagrus coronata 

 
Figura 1 – Curva de crescimento celular de MRSA e MSSA tratados e não tratados..............85 

 

Figura 2 – Padrão de eletroforese bidimensional das proteínas de MSSA tratado e não 

tratado(A e B) e MRSA tratado e não tratado(C e D)...............................................................86 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

LISTA DE TABELAS 

 
ARTIGO 1 - APPLICATION OF OMICS TECHNOLOGIES FOR EVALUATION OF 

ANTIBACTERIAL MECHANISMS OF ACTION OF PLANT-DERIVED PRODUCT 

 
Table 1 - Plant-derived products with mechanisms of action evaluated by “omics 

technologies”.............................................................................................................................41 

 

ARTIGO 2 - ANTI-STAPHYLOCOCCAL ACTIVITY OF Syagrus coronata 

ESSENTIAL OIL: BIOFILM ERADICATION AND IN VIVO ACTION ON Galleria 

mellonella INFECTION MODEL 

 

Table 1 - Identification of constituents of the essential oil of Syagrus coronata.....................77 

 

Table 2 - Isolation source, phenotypic evaluation and biofilm formation ability of S. aureus 

isolates used in this study..........................................................................................................78 

 
Table 3 - Antibiotic resistance profile of S. aureus isolates and antibacterial activity of 
Syagrus coronata essential oil (SCEO) ...................................................................................79 
 

ARTIGO 3 - CARACTERIZAÇÃO PROTEÔMICA DE Staphylococcus aureus 

TRATADO COM ÓLEO VOLÁTIL DE Syagrus coronata 

 

Tabela 1 - Lista de proteínas diferencialmente expressas identificadas por MALDI-TOF......88 
 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

LISTA DE ABREVIATURAS 

 
MRSA  Staphylococcus aureus resistente a meticilina 

(do inglês, methicillin-resistant 

Staphylococcus aureus) 

SCEO   Óleo essencial de Syagrus coronata 
CFU  Unidade formadora de colônia 

HIV   Vírus da imunodeficiência humana 

CA-MRSA   Staphylococcus aureus adquirido na 

comunidade 

HA-MRSA   Staphylococcus aureus adquirido em hospital 

SCCmec   Staphylococcal Cassette Chromosome mec) - 

cassete estafilocóccico de resistência que 

contém o gene mec 

DNA   Ácido desoxirribonucleico 

eDNA   Ácido desoxirribonucleico extracelular 

tRNA   Ácido ribonucleico transportador 

rRNA   Ácido ribonucleico ribossomal 

FDA   Food Drug Administration 

EPS   Substância polimérica extracelular 

CWA   Conjunto de proteínas ancoradas na parede 

celular bacteriana 

MALDI-TOF   Técnica de espectrometria de massa por 
ionização e dessorção a laser assistida por 

matriz com análise de tempo de vôo. (do 

inglês, Matrix assisted laser 

desorption/ionization – time of flight) 

2-DE   Eletroforese bidimensional em gel de 

poliacrilamida 

iTRAQ Marcador isobárico para quantificação 

absoluta e relativa de proteínas (do inglês, 

isobaric tags for relative and absolute 

quantification) 

AMPc Adenosina monofosfato cíclico  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

SUMÁRIO 

1 INTRODUÇÃO........................................................................................................

.................................................... 

14 

1.1 OBJETIVOS............................................................................................................. 15 

1.1.1 Objetivo geral........................................................................................................... 15 

1.1.2 Objetivos especificos................................................................................................ 15 

2 REFERENCIAL TEÓRICO................................................................................... 17 

2.1 Staphylococcus aureus............................................................................................... 17 

2.1.1 Aspectos gerais.......................................................................................................... 17 

2.1.2 Resistência a antimicrobianos................................................................................. 19 

2.1.3 Biofilme bacteriano.................................................................................................. 24 

2.2 PLANTAS COMO AGENTES ANTIMICROBIANOS.......................................... 27 

2.2.1 Óleos essenciais........................................................................................................ 28 

2.3 Syagrus coronata….................................................................................................... 30 

2.4 PROTEÔMICA..........................................................................................................

....................... 

32 

3 ARTIGO 1 – APPLICATION OF OMICS TECHNOLOGIES FOR 

EVALUATION OF ANTIBACTERIAL MECHANISMS OF ACTION OF 

PLANT-DERIVED PRODUCT.............................................................................. 

49

49

37 

 

49 

4 ARTIGO 2 - ANTI-STAPHYLOCOCCAL ACTIVITY OF Syagrus coronata 

ESSENTIAL OIL: BIOFILM ERADICATION AND IN VIVO ACTION ON 

Galleria mellonella INFECTION MODEL............................................................ 

62

88

50 

 

 

62 

5 ARTIGO 3 - CARACTERIZAÇÃO PROTEÔMICA DE Staphylococcus 

aureus TRATADO COM ÓLEO VOLÁTIL DE Syagrus coronata.................... 

 

81 

6 CONCLUSÕES........................................................................................................

.... 

91 

  REFERÊNCIAS....................................................................................................... 92 

   

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 
14 

1 INTRODUÇÃO  

 
          A resistência de microrganismos aos antibióticos é um problema crescente em saúde 

pública, sendo considerado como um fenômeno emergente mundial, que levou ao aumento do 

desenvolvimento de infecções adquiridas no ambiente hospitalar e comunitário por patógenos 

multirresistentes. Dentre esses, destaca-se o Staphylococcus aureus pela sua prevalência na 

etiologia de infecções e alta versatilidade em tornar-se resistente a antibioticoterapia 

(ALMEIDA et al., 2007; CHEW et al., 2018). 

          Trata-se de uma bactéria que coloniza o ser humano e está presente no trato 

respiratório, em particular na cavidade nasal, em cerca de 60% da população em geral, onde 

permanece sem causar doenças em condições normais, podendo tornar-se patogênico em 

condições como a quebra da barreira cutânea ou diminuição da imunidade (GELLATI et al., 

2009).  

          Este microrganismo é um agente que pode produzir uma gama de infecções, desde 

cutâneas superficiais a infecções de partes moles e osteoarticulares, como abcessos profundos, 

celulites, infecção de feridas cirúrgicas e osteomielites, das quais é o agente mais 

frequentemente isolado, podendo alcançar situações de gravidade extrema, com risco de 

morte. É também agente de sepses, pneumonias, endocardites e infecções do sistema nervoso 

central. Algumas cepas causam doenças mediadas por toxinas, como infecções alimentares, 

síndrome do choque tóxico e síndrome escarlatiniforme (MONECKE et al., 2011). 

          Na década de 1940, iniciou-se o tratamento de infecções causadas por S. aureus com 

penicilina com excelente eficácia terapêutica, porém apenas um ano após a implementação 

deste antibiótico foram identificadas linhagens resistentes a penicilina. A introdução de 

meticilina, uma penicilina semissintética, em 1960, marcou um grande avanço no tratamento 

de infecções estafilocócicas resistentes à penicilina, no entanto, a primeira linhagem de S. 

aureus resistente à meticilina (MRSA) foi descrita, em 1961, apenas alguns meses depois do 

início da utilização clínica do antibiótico (HARKINS et al., 2017). 

          Como descrito acima, S. aureus desenvolveu mecanismos de resistência em um curto 

período de tempo, a taxa de resistência não acompanhou a criação ou descoberta de novos 

antibióticos, o que torna importante avaliar alternativas terapêuticas derivadas de várias 

fontes. Nesse cenário, as plantas representam uma fonte rica em moléculas com atividade 

antibacteriana e modificadoras da resistência antibiótica, algumas já descritas na literatura e 

muitas outras ainda desconhecidas e pouco exploradas, é estimado que apenas de 15 a 17% do 

total de espécies de vegetais superiores conhecidas foram estudadas quanto a sua utilização 
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medicinal (BARROS, 2008). A falha dos antibióticos existentes no tratamento de infecções 

causados por microorganismos multi-droga resistentes tem impulsionado a busca por novos 

compostos e tratamentos alternativos, em especial, os produtos derivados de plantas como os 

óleos essenciais, produtos odoríferos e voláteis do metabolismo secundário de plantas, que 

têm sido amplamente aplicados na medicina popular como agentes antimicrobianos 

(ADUKWU et al, 2016). 

            A Caatinga, região de grande biodiversidade localizada no Nordeste do Brasil, 

configura-se como um habitat específico para plantas medicinais e aromáticas não 

encontradas em outras regiões do mundo (MAIA, 2004). Diante desse enorme potencial 

botânico e da necessidade de se encontrar novos compostos capazes de controlar a ação de 

microrganismos, é importante realizar estudos que viabilize um maior conhecimento de 

espécies endêmicas da região como a Syagrus coronota (Mart.) Becc. 

          Desta forma, este trabalho se propõe a investigar a ação do óleo essencial de S. 

coronata sobre MRSA por abordagem proteômica e microscópia eletrônica. 

 

1.1 OBJETIVOS 

 

1.1.1 Objetivo geral 

 

          Investigar as alterações da morfologia celular e da expressão protéica em 

Staphylococcus aureus resistente a meticilina induzidas pela presença de concentrações sub-

letais do óleo essencial e suas frações de Syagrus coronota (Mart.) Becc a fim de 

compreender seus mecanismos de ação antimicrobiana 

 

1.1.2 Objetivos específicos 

 Extrair óleos essenciais das sementes de S. coronata, através da técnica de 

hidrodestilação em aparelho Clevenger; 

 Quantificar e identificar os compostos químicos dos óleos essenciais extraídos das 

sementes de S. coronata, usando cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de 

massa (CG/MS); 

 Avaliar a atividade antimicrobiana in vitro, com isolados clínicos de Staphylococcus 

aureus resistentes a meticilina, dos óleos essenciais de S. coronata, através da técnica 

de microdiluição seriada em caldo; 

 Extrair e quantificar proteínas de MRSA tratado com óleo essencial de Syagrus 

coronata 
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 Realizar análise comparativa do padrão de expressão diferencial de proteínas de 

MRSA e caracterizar as proteínas isoladas por seqüenciamento de aminoácidos 
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2 REFERENCIAL TEÓRICO 

 

2.1 Staphylococcus aureus 

 

2.1.1 Aspectos gerais 

 

          S. aureus são cocos Gram-positivos, não móveis, não esporulados, anaeróbios 

facultativos e membro da família Staphylococcaceae, da ordem Bacillales e da classe Bacilli. 

Mais de 30 espécies de Staphylococcus são patogênicas, e S. aureus é a mais virulenta entre 

elas. Sua célula mede de 0,5 a 1,5 μm e é naturalmente disposta em cachos ou cachos de uvas 

(LOWY, 2011). A maioria das linhagens de S. aureus são capsuladas e são mais virulentas do 

que a forma acapsular, devido a capacidade do polissacarídeo capsular de facilitar a adesão da 

bactéria às células hospedeiras e por aumentar sua resistência à depuração realizada pelas 

defesas imunológicas inatas do hospedeiro e por inibição da fagocitose (PARK, GERBER E 

LEE, 2014, THAKKER et al., 1998). 

          S. aureus forma colônias lisas, médias a grandes, e amarelas em sua maioria. Em meio 

ágar sangue, as colônias são maiores do que aquelas em ágar nutriente e a maioria das cepas 

são beta-hemolíticas (TILLE, 2015). Além disso, S. aureus pode crescer em agar MacConkey, 

agar sal manitol e meio com altas concentrações de sal (TILLE, 2015). S. aureus é capaz de 

uma sobrevivência prolongada em superfícies ambientais em condições variadas, ampla gama 

de temperatura (7 a 48ºC) e pH (4 a 10), entretanto, sua temperatura ideal de crescimento é de 

35 a 37ºC e o pH ideal é de 7 a 7,5 (LOWY, 2011). 

          As células bacterianas são destruídas pelo calor, mas a toxina produzida por elas é 

extremamente resistente ao calor, pode suportar temperatura de 60ºC em 30 minutos, que 

pode resultar em intoxicação alimentar e síndrome de choque tóxico (STEWART, 2003). 

          As propriedades bioquímicas de S. aureus são caracterizadas pela fermentação de 

vários açúcares como glicose, sacarose, lactose, maltose e manitol. Além disso, ele pode 

hidrolisar a úreia, reduzir os nitratos a nitritos, liquefazer a gelatina e produzir DNases. É 

positivo para catalase, proteína A, mas negativo para oxidase, e esta é uma das características 

que podem ser utilizadas para diferenciar Staphylococcus e Streptococcus. A coagulase 

positiva é outra característica para diferenciar entre S. aureus e Staphylococcus coagulase 

negativo, como S. epidermidis e S. capitis (LOWY, 2011; TILLE, 2013). 

          S. aureus causa uma ampla gama de doenças em diferentes partes do corpo devido à sua 

capacidade de colonizar e crescer em diversos tipos de tecidos hospedeiros. A mucosa nasal e 

a pele são os locais mais freqüentes que S. aureus coloniza como um organismo comensal 
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inofensivo (TONG, 2015), mas também pode ser encontrado em vários locais do corpo, como 

as axilas, a vagina e o trato gastrointestinal (GOULD et al., 2012). Aproximadamente 20-25% 

da população humana são portadores desse microrganismo de longo prazo e 75-80% são 

portadores intermitentes ou não portadores de S. aureus (KLUYTMANS et al., 1997; 

FOSTER 2004; DALL'ANTONIA et al. 2005).  

           No entanto, a taxa é maior entre pacientes com diabetes insulino-dependente (Lipsky et 

al., 1987), pacientes infectados pelo HIV (Sissolak et al., 2002) e pacientes submetidos a 

hemodiálise (Kirmani et al., 1978) ou condições de danos na pele (Williams et al., 1998). As 

pequenas infecções cutâneas causadas por S. aureus incluem carbúnculos, furúnculos, 

impetigo, queimaduras, infecções no local cirúrgico e infecções de feridas em geral. As 

infecções mais graves como sinusite, amigdalite, osteomielite, pneumonite, endocardite, 

meningite e bacteremia ocorrem quando S. aureus entra no corpo através de um corte ou 

ferida de abertura (Mandal et al., 2002). Além disso, ao liberar as toxinas no alimento ou na 

corrente sanguínea, S. aureus também pode causar intoxicação alimentar, síndrome da pele 

escaldada e síndrome do choque tóxico (Chi et al., 2006, Hennekinne et al., 2012). 

           Os dados clínicos indicaram que S. aureus é a principal causa de infecções do trato 

respiratório inferior e infecções do local cirúrgico (Richards et al., 1999) e a segunda principal 

causa de bacteremia nosocomial (Wisplinghoff et al., 2004), pneumonia e infecções 

cardiovasculares (Richards et al., 1999). É também a principal causa de artrite séptica 

primária e osteomielite em todas as idades, exceto os recém-nascidos (Lew e Waldvogel, 

1997). No entanto, em um estudo global que abrange 100 hospitais no Canadá, EUA, América 

Latina, Europa e Pacífico Ocidental, S. aureus foi demonstrado como a causa mais prevalente 

de infecção hospitalar nosocomial, infecções de pele e tecido mole e pneumonia (Diekema et 

al., 2001). 

              As infecções por S. aureus geralmente são desenvolvidas em humanos por auto-

infecção - indivíduos infectados com suas próprias linhagens de colonização (Sangvik et al., 

2011). No entanto, os indivíduos podem adquirir S. aureus de outros indivíduos infectados 

através de transmissão direta da pele para a pele e secreções nasais ou de exposições 

ambientais, como condições úmidas, locais públicos e falta de higiene (Williams, 1963). A 

propagação de infecções por S. aureus na comunidade que envolve os clones de CA-MRSA 

(MRSA adquirido na comunidade), enquanto que os clones de HA-MRSA (MRSA associado 

ao hospital) dominam os estabelecimentos de saúde e representam um enorme custo 

financeiro e uma ameaça de infecção grave para pacientes e comunidade (Klein et al., 2007).  
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            A contaminação de S. aureus no ambiente em hospitais (como ventiladores e bordas 

de cama em unidade de terapia intensiva) é conhecida como o principal reservatório para 

transmissão de cruzamento entre pacientes, dispositivos médicos e pessoal de saúde (Cohen, 

2007). O controle das infecções por HA-MRSA é bem administrado em profissionais de 

saúde que são potenciais portadores de HA-MRSA. No entanto, os pacientes, em particular se 

imunocomprometidos, têm maior risco de infecção (30-60%) e permanece quase impossível 

limpar ou controlar a bactéria invasora (Cohen, 2007).  

           Em um estudo nos EUA, as taxas de mortalidade por infecções por HA-MRSA e CA-

MRSA foram semelhantes, mas as hospitalizações associadas a S. aureus resultaram em 

aproximadamente o dobro do tempo de permanência e os custos médicos por paciente (Rubin 

et al., 1999). A infecção por HA-MRSA é globalmente alarmante porque vários clones de 

HA-MRSA se espalharam pelo mundo e causaram a alta taxa de morbidade e mortalidade. De 

fato, um estudo de 2007 em EUA estimou que o número de óbitos devido a infecções por HA-

MRSA em 2005 foi de 17.000, o que superou aqueles de AIDS (Klein et al., 2007). O custo 

do tratamento de pacientes com MRSA é estimado entre US $ 4 bilhões a US$ 30 bilhões por 

ano para a economia dos EUA (Lodise e McKinnon, 2007). Um estudo canadense afirmou 

que o custo financeiro do MRSA no Canadá variou de US$ 40 a US $ 59 milhões em 2000 

(Goetghebeur et al., 2007). 

          Embora o HA-MRSA seja uma preocupação óbvia recentemente, as infecções por CA-

MRSA foram relatadas com aumento da prevalência (Klevens et al., 2006; Maree et al., 

2007). Um estudo realizado em departamentos de emergência em 11 cidades nos EUA 

descobriu que 78% dos isolados eram MRSA, e entre estes, 98% eram a cepa CA MRSA 

USA300, uma das cepas mais comuns de MRSA (Moran et al., 2006). 

         S. aureus também é conhecido por colonizar e infectar animais de estimação e gado 

(Morgan, 2008). A infecção por S. aureus em seres humanos é sempre uma preocupação 

importante, mas os animais infectados com S. aureus (especialmente MRSA) podem ser os 

reservatórios importantes para a colonização humana, levando a uma pandemia potencial 

(Weese, 2010). 

 

2.1.2 Resistência a antimicrobianos 

          

A resistência bacteriana a antimicrobianos tem um enorme impacto negativo em 

diversos setores da sociedade, levam ao aumento das taxas de mortalidade, de morbidade e 
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dos custos com tratamentos. Neste cenário, a má utilização dos antibióticos, seja de forma 

excessiva ou incorreta, na medicina humana, veterinária e na agricultura tem contribuído para 

o surgimento global de bactérias patogênicas de alta resistência (PASTOR-SÁNCHEZ, R., 

2006; RODRÍGUEZ- ROJAS et al., 2013). 

          Os mecanismos de resistência aos antibióticos podem ocorrer de formas diversas, 

incluindo a alteração do seu sítio de ação, alterações na permeabilidade celular e de efluxo e 

transferência horizontal de genes de resistência (RODRÍGUEZ- ROJAS, et al., 2013). Além 

da resistência inata que algumas bactérias possuem a determinados antimicrobianos, observa-

se que a resistência bacteriana também pode ser transferida por mecanismos diversos, como 

resistência por mutações ou aquisição de genes de resistência por conjugação, transdução, 

transformação ou uma combinação desses mecanismos (GIEDRAITIENĖ et al. 2011). 

          Os mecanismos de transferência podem estabelecer-se entre micro-organismos de uma 

mesma população ou de diferentes populações, como da microbiota animal para humana e 

vice-versa (LUCENA et al.,2015). As bactérias resistentes a 3 ou mais classes de fármacos 

antimicrobianos são definidas como bactérias multirresistentes (MDR) (TENOVER, 2006). 

          Na era pré-penicilina, a mortalidade de pacientes com bacteremia causada por S. aureus 

excedia os 80% (AHMAD et al., 2018). A introdução da penicilina, em 1941, na prática 

clínica melhorou drasticamente o prognóstico de pacientes infectados com este patógeno 

(AHMAD et al., 2018). No entanto, um ano depois, em 1942, os primeiros estafilococos 

resistentes à penicilina foram reportados, primeiramente no ambiente hospital e 

posteriormente na comunidade (AHMAD et al., 2018). No final da década de 1960, mais de 

80% dos isolados de estafilococos eram resistentes à penicilina devido a produção de β-

lactamase, codificada por plasmídeo adquirido, capaz de hidrolisar e destruir a molécula de 

penicilina antes de atingir o alvo intracelular (LOWY, 2003).  

          Meticilina, inicialmente nomeada de celbenin, foi a primeira penicilina semi-sintética 

estável a β-lactamase que foi introduzida na prática clinica em 1960. Entretanto, em 1961, os 

primeiros isolados de S. aureus resistentes a meticilina foram reportados na Inglaterra e 

chamados de Staphylococcus aureus resistentes a meticilina (MRSA) (LOWY, 2003). Essa 

resistência se deve ao gene mecA, que codifica a proteína de ligação a penicilina 2a(PBP2a), 

uma proteína bifuncional transglicolilase-transpeptidase que participa da síntese da 

peptideoglicano com baixa afinidade a antimicrobianos β-lactâmicos (WALSH et al, 2016). 

          O gene mecA está localizado no elemento genético móvel localizado dentro do genoma 

cromossômico do Staphylococcus denominado SCCmec (Staphylococcal Cassette 



 

 
21 

Chromosome mec) (ROLO et al., 2017). O SCCmec tem sido descrito como uma "ilha de 

resistência" devido à tendência de acumulação de múltiplos genes de resistência 

antimicrobiana e em alguns casos genes de virulência nessa região (ROLO et al., 2017; 

SHORE E COLEMAN, 2013). O SCCmec também pode conter um ou mais genes de 

recombinase (ccr) que codificam enzimas responsáveis pela integração e excisão específica de 

sítios do próprio elemento SCCmec, conduzindo a diferentes tipos de SCCmec (ROLO et al., 

2017; SHORE E COLEMAN, 2013).  

          Em adição a resistência a meticilina, MRSA pode também ser resistente a diferentes 

classes de agentes antimicrobianos, incluindo e mais comumente, fluoroquinolonas, 

macrolideos, lincosamidas, estreptograminas, tetraciclinas e aminoglicosídeos (FOSTER, 

2017). Resistência a glicopeptidos, oxazolidononas, lipoglicopeptideos e glicilciclinas 

também tem sido reportadas (FOSTER, 2017). 

          Um dos fenótipos de resistência mais comuns encontrados em S. aureus é a resistência 

a fluoroquinolonas, particularmente entre linhagens associadas aos hospitais (PANTOSTI et 

al., 2007). Fluoroquinolonas atuam interferindo com topoisomerases, classe de enzimas 

responsáveis pelo desenrolamento do DNA, afetando a sua replicação (FOSTER, 2017). As 

mutações pontuais na região determinante da resistência à quinolona (QRDR) da 

topoisomerase IV e da DNA girase levam à resistência à fluoroquinolona em S. aureus 

(HOOPER e JACOBY, 2015). Em geral, a substituição de um único aminoácido pode elevar 

o MIC das fluoroquinolonas em 8 a 16 vezes (ANDERSSON E HUGHES, 2014). Além 

disso, as concentrações subinibitórias de quinolonas induzem a resposta SOS e elevam a taxa 

de mutação (NAGEL et al., 2011). 

          Os isolados clínicos que são altamente resistentes às fluoroquinolonas muitas vezes 

superexpressam as bombas de efluxo codificadas cromossomicamente por genes norA, norB 

ou norC (HOOPER E JACOBY, 2015). O gene norA realiza o efluxo de fluoroquinolonas 

com as moléculas hidrofílicas como norfloxacina e ciprofloxacina, enquanto norB e norC 

visam drogas hidrofóbicas, como sparfloxacina e moxifloxacina (FOSTER, 2017). 

           S. aureus também adquiriu resistência de largo espectro aos macrolídeos (por exemplo, 

eritromicina), lincosamida (por exemplo, clindamicina) e estreptogramina B - coletivamente 

denominados resistência a MLSB (LECLERCQ, 2002). A metilação do sítio alvo do 

antimicrobiano no ribossomo leva a esta ampla resistência cruzada e é conferida por uma série 

de genes erm (eritromicina ribossomo metilase) (FEßLER, 2018). 
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          O ermA ligado ao transposon é frequente entre as linhagens de MRSA enquanto o 

ermC ligado ao plasmídeo está mais intimamente associado às linhagens de MSSA 

(LECLERCQ, 2002). Um novo plasmídeo multi-resistência que transporta ermT foi relatado 

em MRSA ST398 de origem suína (GÓMEZ-SANZ et al., 2013). A resistência aos 

antimicrobianos de macrolídeos e estreptogramina B também pode ser adquirida via 

plasmidial por uma bomba de efluxo codificada pelo gene msrA, que tem sido detectado em 

linhagens de MRSA USA300 associados a comunidade (GLASER, 2016). Além disso, a 

aquisição de lnuA confere resistência a apenas lincosamidas, embora este mecanismo seja 

incomum em S. aureus (LECLERCQ 2002). 

          Outra classe de antimicrobianos a que S. aureus adquiriu ampla resistência são as 

tetraciclinas. Os antimicrobianos de tetraciclina inibem a síntese de proteínas em bactérias por 

ligação à subunidade ribossômica 30S durante a tradução bloqueando assim o tRNA 

(NGUYEN et al.,2014). Um complexo entre tetraciclina e Mg
2+

 forma ligações com seis 

resíduos diferentes no 16S rRNA e a ligação estável de aa-tRNA é interrompida e dissociada 

(NGUYEN et al.,2014).  

           A resistência às tetraciclinas está presente em algumas linhagens de S. aureus e é 

particularmente prevalente entre o MRSA associado ao gado, que provavelmente é uma 

conseqüência do uso generalizado de tetraciclina na alimentação bovina (KREAUSUKON et 

al., 2012; STEGGER et al., 2013). A resistência às tetraciclinas pode ocorrer através de dois 

mecanismos: proteção do ribossomo contra tetraciclinas conferido pelos genes tetO e tetM 

adiquiridos por via plasmidial ou efluxo ativo de tetraciclinas conferido pelos genes tetK e 

tetL (associado cromossômico ou transposon) (PANTOSTI et al., 2007). 

           Os antimicrobianos da classe dos aminoglicosídeos (por exemplo, gentamicina, 

amicacina, canamicina, neomicina e estreptomicina) são utilizados para tratar infecções 

estafilocócicas, uma vez que estes agentes exercem um efeito sinérgico quando utilizados em 

combinação com outros antimicrobianos tais como vancomicina e penicilina (CHANDRIKA 

E GARNEAU-TSODIKOVA,2018, SERIO, 2017). Os aminoglicosídeos agem alterando a 

síntese protéica durante a tradução e, embora diferentes aminoglicosídeos atuem em locais 

distintos, o resultado, em geral, é similar, uma proteína defeituosa ou truncada.  

          A resistência aos aminoglicosídeos geralmente resulta da aquisição via plasmidial de 

genes que codificam enzimas inativadoras de aminoglicosídeos, no entanto, existem outros 

mecanismos que incluem a modificação do sitio alvo no ribossomo e alterações na 

permeabilidade celular (CHANDRIKA E GARNEAU-TSODIKOVA,2018). O uso 
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terapêutico dessa classe de antibiótico é limitado, devido a efeitos tóxicos (nefrotoxicidade e 

ototoxicidade), além da redução da eficácia clínica da terapia devido a resistência 

generalizada entre as linhagens de MRSA (HU et al., 2015, SERIO et al., 2017). 

          Um dos antimicrobianos mais importantes usados no tratamento das infecções por 

MRSA são os glicopetídeos. Os glicopeptídeos se ligam à acil-D-alanil-D-alanina do 

peptidoglicano, bloqueando assim a síntese da parede celular. O tratamento das infecções 

estafilocócicas multirresistentes tinham uma alternativa terapêutica com eficácia com o uso 

dos antimicrobianos glicopeptídeos (vancomicina e teicoplanina) por mais de 40 anos 

(SAKOULAS E MOELLERING, 2008). No entanto, em 1997, o primeiro isolado clínico de 

S. aureus com resistência intermediária à vancomicina (VISA) foi relatado (HIRAMATSU et 

al., 1997). Posteriormente, foi identificado S. aureus altamente resistente à vancomicina 

(VRSA) nos Estados Unidos em 2002 (CDC, 2002).    

          As infecções causadas por VISA e VRSA são raras e apenas foram relatadas 

esporadicamente sem casos secundários (MOELLERING, 2012). Essas linhagens são ainda 

susceptíveis a vários agentes antimicrobianos (ceftarolina, daptomicina, linezolid, 

minociclina, trimetoprim-sulfametoxazol, rifampicina e tigeciclina) (SARAVOLATZ et al., 

2012) e sua patogenicidade é atenuada à medida que a produção de fatores de virulência 

parece ser inibida pelos mecanismos responsáveis pela resistência à vancomicina (PELEG et 

al., 2009).  

          No entanto, um relatório alarmante de pesquisadores no Brasil mostra que a cepa mais 

comum de CA-MRSA (ST8/USA300) recentemente adquiriu resistência à vancomicina sem 

perda de patogenicidade (ROSSI et al., 2014). A resistência à vancomicina intermediária é 

conferida por uma parede celular engrossada, enquanto a resistência completa à vancomicina 

é conferida pelo operon vanA (PANTOSTI et al., 2007). WEIGEL et al. (2003) demonstram 

que a VRSA provavelmente adquiriu um plasmídeo que transporta o operon vanA de 

Enterococcos resistentes a vancomicina (VRE) através da transferência horizontal de genes. 

          Apesar da alarmante resistência de MRSA a vários antimicrobianos, ainda existem 

várias alternativas antigas e novas que são eficazes no tratamento de infecções estafilocócicas, 

embora os efeitos colaterais tóxicos e o custo desses antimicrobianos alternativos sejam 

indesejáveis (RIVERA E BOUCHER, 2011). Alguns dos antimicrobianos eficazes utilizados 

para tratar infecções por MRSA multirresistentes incluem rifampicina, daptomicina, 

linezolida, tigeciclina, trimetoprim-sulfametoxazol e quinupristina-dalfopristina (OKSUZ E 

GURLER, 2013).  
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          Além disso, nos últimos anos a Food and Drug Administration (FDA) aprovou a 

telavancina (lipoglicopeptídeo) em 2009 (GOLDBERG et al., 2010), ceftarolin 

(cefalosporina) e dalbavancin (lipoglicopeptídeo) para uso no tratamento de infecções por S. 

aureus., incluindo MRSA (RIVERA E BOUCHER, 2011). O tratamento de infecções por 

MRSA frequentemente emprega uma combinação sinérgica desses antimicrobianos, mas 

certas combinações podem reduzir a eficácia terapêutica (Moellering, 2012). Vários novos 

agentes anti-estafilocócicos também estão sendo explorados (Moellering, 2012), incluindo a 

tedizolid (um antimicrobiano oxazolidinona) que foi recentemente aprovado por um comitê 

consultivo da FDA para o tratamento de infecções por MRSA (IROLSTON et al., 2018). No 

entanto, mais pesquisas e desenvolvimento de novas terapias antimicrobianas para infecções 

por MRSA são necessárias. 

 

2.1.3 Biofilme bacteriano 

          

Os biofilmes são caracterizados por múltiplas camadas heterogêneas de células únicas 

e micro-colônias sésseis, que estão envolvidas em uma matriz de substâncias poliméricas 

extracelulares (EPS) (DONLAN E COSTERTON, 2002). Esta matriz é principalmente 

composta de polissacarídeo de adesão intercelular (PIA) e proteínas, juntamente com 

materiais genéticos extracelulares (como DNA extracelular) (OTTO, 2008). 

          Essas camadas cobrem e se encaixam em um substrato ou interface persistentemente 

(DONLAN E COSTERTON, 2002) e, assim, estabelece um bloco recalcitrante para resistir a 

fatores destrutivos externos. Dentro dos biofilmes, existem quatro estados metabólicos 

distintos das células em crescimento, incluindo aeróbico (freqüentemente localizados nas 

camadas externas expostas ao oxigênio e nutrientes), fermentativo, dormentes e mortos, nas 

quais as células dormentes são dominantes e se hospedam nas camadas anóxicas (Rani et al., 

2007; SERRA E HENGGE, 2014). 

          As mudanças no tipo de célula devido à mudança fenotípica, a taxa de crescimento 

alterada, bem como a expressão de genes relacionados às vias metabólicas das células, 

estruturas de superfície e fatores de virulência foram bem documentadas e mostram a 

capacidade bacteriana de usar o biofilme favoravelmente a adaptação ao ambiente (ARCHER 

et al., 2011; MOORMEIER et al., 2013). 
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Figura 1 – Ciclo de formação de biofilme. Adaptado de ARCIOLA et al.,2012. 

 

          A formação de biofilme bacteriano (Figura 1) pode ser dividida esquematicamente em 

quatro fases nomeadas fixação, acumulação, maturação e dispersão (OTTO, 2008; YANG et 

al., 2011). Na primeira fase, as bactérias planctônicas ou livres dispersas no meio se 

aproximam da superfície sólidas através de fluidos ou motilidade. Esse processo ainda é 

considerado reversível, pois depende de forças de interação de Van der Walls que influenciam 

o processo de adesão, interações eletrostáticas e hidrofóbicas (STEWART et al., 2002; 

CHEW E YANG, 2017). 

           Em seguida, ocorre a transição da fase reversível para fase irreversível que acontece 

através da secreção de polímeros extracelulares ou produção de adesinas específicas (flagelos, 

fímbrias). Com isso, os microrganismos conseguem se imobilizar, formar uma monocamada e 

iniciar sua multiplicação, formando o estágio de acumulação (STEWART et al., 2002). 

          Alguns fatores de superfície incluindo uma variedade de proteínas ancoradas na parede 

celular - CWA (Bap – proteína associada a biofilme, fatores “clumping” A e B, entre outras), 

DNA extracelular (eDNA) e ácidos teicóicos são componentes cruciais para a adesão 

bacteriana de S. aureus (OTTO, 2008; YORK, 2017). Quando as células adjacentes 

interagem, a estrutura de algumas proteínas CWA (proteínas de ligação à fibronectina 

(FnBPs) e SasG) podem ser modificadas para promover a agregação de células vizinhas 

(ARCHER et al. 2011; FOSTER et al., 2014). 

           Após o desenvolvimento inicial da estrutura e formação do biofilme, ocorre a formação 

de micro-colônias no biofilme maduro onde substâncias poliméricas possibilitam o acesso aos 

nutrientes. Nesta fase, o biofilme forma-se como uma estrutura descritas como “torres” ou 

“cogumelos” contendo sistemas de canais de água que possibilitam a entrada de nutrientes e 
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oxigênio e permitindo a excreção de metabólitos (STEWART et al., 2002). As bactérias que 

estão dentro da estrutura do biofilme se diferenciam metabolicamente, fisiologicamente e 

desenvolvem padrões de crescimento diferentes das bactérias planctônicas. eDNA liberado da 

lise celular é um componente predominante na maturação do biofilme de S. aureus (ARCHER 

et al., 2011). Como molécula polianiônica, eDNA desempenha um papel importante na 

formação da matriz devido à capacidade de unir outros componentes e facilitar a adesão do 

biofilme a superfície (MANN et al., 2009). 

          À medida que o biofilme é completamente desenvolvido, células únicas ou pequenos 

grupos de células podem se separar do biofilme maduro e realocar-se para outros ambientes 

distantes e reiniciar o ciclo de formação do biofilme novamente (OTTO, 2008). Biofilmes 

bacterianos foram descritos e pesquisados há décadas devido à sua crescente importância na 

patogênese (DAVIES E BILTON, 2009). Originalmente, os biofilmes são conhecidos por 

causar problemas industriais e agora estão implicados na disseminação de infecções 

relacionadas a dispositivos e crônicos (DONLAN E COSTERTON, 2002; OTTO, 2008). 

          Os biofilmes bacterianos podem ser isolados de amostras de mucosa ou tecido de 

fibrose cística, válvula cardíaca na endocardite, bem como em otite média, rinosinusite, 

amigdalite e dispositivos protéticos, como cateter venoso central, cateter urinário e muitas 

outras situações clínicas (DONLAN E COSTERTON, 2002; FEDERSPIL et al. 2009; YANG 

et al., 2011). É facilmente observado que estes ambientes e dispositivos possuem superfícies 

rugosas ideais para a fixação e o crescimento do biofilme (SECOR et al., 2011). Em relação 

aos aspectos patológicos, a forma planctônica é freqüentemente responsável por sintomas 

agudos e respostas sistêmicas, enquanto os biofilmes causam infecções crônicas, mas 

exacerbações agudas também podem acontecer devido à complexidade da resposta 

imunológica que podem provocar (DONLAN E COSTERTON, 2002; ARCHER et al., 2011). 

          Várias bactérias patogênicas como P. aeruginosa, S. pneumoniae, H. influenzae e S. 

aureus são capazes de formação de biofilmes clinicamente relevantes (DONLAN E 

COSTERTON, 2002). Há uma alta prevalência de infecções mediadas por biofilme, estima-se 

que 50-70% das infecções relacionadas ao cateter, 40-50% de infecções protéticas da válvula 

cardíaca e 20-50% das infecções de reposição articular são causadas por biofilmes de 

estafilococos, sendo S. aureus o principal agente patogênico (KIM et al.,2018). Kwon et al. 

(2008) testou a relação entre a multiresistência a antibióticos e a formação de biofilme e 

revelou uma taxa significativamente maior de desenvolvimento de biofilme em linhagens com 

maior resistência múltipla em comparação com linhagens com menos multi-resistência, 
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sugerindo que os isolados clínicos multiresistentes de S. aureus têm maior probabilidade de 

desenvolver biofilmes em dispositivos médicos. 

 

2.2 PLANTAS COMO AGENTES ANTIMICROBIANOS 

         

Os sistemas tradicionais de medicina popular contam com as plantas medicinais para o 

tratamento de infecções humanas há muitos séculos. Aproximadamente 80% dos países em 

desenvolvimento dependem de medicamentos tradicionais derivados de plantas medicinais 

para construção terapêutica da sua modalidade básica de atenção à saúde (CHEESMAN et al., 

2017). Uma pesquisa da Conferência das Nações Unidas sobre Comércio e Desenvolvimento 

informou que mais de 33% do total de medicamentos produzidos por países industrializados 

são derivados de plantas e a OMS registrou os nomes de mais de 20.000 espécies de plantas 

medicinais com uma variedade de usos potenciais, inclusive no tratamento de infecções 

(SRINIVASAN et al.,2001). 

         Plantas medicinais possuem a vantagem de serem frequentemente menos dispendiosas, 

mais seguras em termos de efeitos colaterais e mais prontamente disponíveis em comparação 

com suas contrapartes sintéticas (SRINIVASAN et al, 2017; SUBRAMANI et al., 2017). 

Além disso, são abundantes em compostos bioativos que possuem atividade antimicrobiana. 

Essas substâncias bioativas (fitoquímicos) incluem taninos, alcalóides, carboidratos e 

glicosídeos, terpenóides, esteróides, flavonóides e cumarinas. Esses compostos são de valor 

clínico particular, porque sua bioatividade geralmente não confere resistência, que com a 

emergência global de resistência antibiótica a qual torna as bactérias substancialmente difíceis 

de controlar ou matar, os fitoquímicos tornam-se uma atrativa fonte de novos 

antimicrobianos, e portanto, mais pesquisas e estudos são altamente recomendados 

(SRINIVASAN et al, 2017; SUBRAMANI et al., 2017).  

          Os óleos essenciais estão incluídos neste contexto e possuem destacado potencial 

antimicrobiano, além de serem naturais e biodegradáveis, apresentarem baixa toxicidade para 

mamíferos e terem a capacidade de atuar sobre várias moléculas-alvo ao mesmo tempo 

(CALO et al., 2015). Seu uso bem como sua caracterização química, vem ganhando destaque 

em processamento de alimentos e aplicações farmacêuticas, sendo de grande interesse como 

soluções alternativas para o tratamento de doenças infecciosas (CALO et al., 2015; 

OLIVEIRA et al., 2017). 
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2.2.1 Óleos essenciais 

           

          Óleos essenciais, também chamados de óleos voláteis, são misturas complexas de 

constituintes voláteis que são biossintetizados por plantas aromáticas. Eles podem ser 

sintetizados em botões, flores, folhas, caules, ramos, sementes, frutos, raízes, madeira ou 

casca, e armazenados em células secretoras, cavidades, canais, células epidérmicas ou 

tricomas glandulares. Alguns dos compostos voláteis podem ser tóxicos em altas 

concentrações para a própria planta. Uma maneira de superar este problema é armazenar esses 

compostos voláteis como precursores inativos, por exemplo, como glicosídeos, ou em 

compartimentos extracelulares, como no caso dos tricomas glandulares (MAFFEI et al.,2010; 

OLIVEIRA et al.,2017). 

          Geralmente, os óleos essenciais são líquidos à temperatura ambiente, entretanto, alguns 

são sólidos ou resinosos. Os óleos são lipossolúveis e solúveis em solventes orgânicos e 

geralmente possuem uma densidade menor que a da água. Podem ser de cores diferentes, 

variando em colorações claras, amarelo pálido a verde esmeralda, azul ou vermelho 

acastanhado escuro (BAKALLI et al.,2008; BASSOLE E JULIANI, 2012).  

          Os óleos essenciais podem ser obtidos por diferentes métodos de extração como 

hidrodestilação, destilação a vapor ou destilação a seco de uma planta ou parte de planta, ou 

por um processo mecânico adequado sem aquecimento (por exemplo, para frutos cítricos). 

Destilação a vácuo; extração de solventes combinada com destilação; extração por destilação 

simultânea; extração de fluído supercrítico; extração assistida por microondas e 

hidrodestilação são outras técnicas usadas para extrair a fração volátil de plantas aromáticas 

(CAGLIERO et al,2014; RUBIOLO et al.,2010). O rendimento e o perfil químico do produto 

de extração dependem do tipo de extração, clima, composição do solo e estágio do órgão da 

planta, idade e ciclo vegetativo (EL ASBAHANI et al., 2015). 

          Os componentes dos óleos essenciais podem incluir terpenóides regulares (mono-, 

sesqui- e diterpenos), terpenóides com esqueletos de carbono irregulares (homoterpenos e 

norisoprenóides), produtos da via da lipoxigenase, derivados de ácidos graxos voláteis, indóis 

e fenólicos, incluindo salicilato de metila e compostos aromáticos (MAFFEI et al., 2010). 

          As propriedades antissépticas das plantas aromáticas e medicinais e seus óleos são 

conhecidas desde a antiguidade. As propriedades antimicrobianas de óleos essenciais contra 

uma ampla gama de bactérias Gram-positivas e Gram-negativas são a razão pela qual elas 

foram usadas para embalsamar múmias no antigo Egito (EDRIS, 2007). No entanto, foi 
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apenas no final do século XIX que os primeiros esforços foram feitos para caracterizar essas 

propriedades no laboratório (DORMAN E DEANS, 2000). Durante este período, Buchholtz 

realizou o primeiro estudo sobre capacidade antimicrobiana de óleos essenciais utilizando 

óleo de cominho, óleo de tomilho, fenol e timol para inibir o crescimento bacteriano e 

mostrou que o timol é um antimicrobiano mais eficaz do que o fenol. Como consequência, o 

timol passou a ser utilizado como anti-séptico cirúrgico na época de 1875 (PAULI E 

SCHILCHER, 2009). 

          A maioria dos estudos que envolvem óleos essenciais é direcionado para análise da 

atividade antimicrobiana in vitro e há uma ausência de pesquisas in vivo em humanos e em 

modelos animais correspondentes (vertebrados ou invertebrados), apesar dos bons resultados 

aparentemente obtidos por algumas pesquisas terapêuticas que tratam infecções com 

aplicações de óleos tópicas e sistemáticas (BASER E BUCHER et al. 2015). 

          A atividade antibacteriana dos óleos essenciais pode ter efeito inibidor do crescimento 

de bactérias (bacteriostáticas) ou destruidor de células bacterianas (bactericidas). Em relação a 

isto, as propriedades antibacterianas são mais frequentemente medidas como a concentração 

bactericida mínima (CMB) ou a concentração inibitória mínima (CMI) (SWAMY, AKHTAR, 

SINNIAH, 2016). Embora não exista uma padronização quanto ao nível de inibição aceitável 

para óleos essenciais quando comparados com antibióticos padrões, Duarte et al. (2005) 

propuseram a seguinte classificação para produtos naturais: elevada inibição - MIC de até 0,5 

mg.mL
-1

; moderada inibição – MIC entre 0,6 e 1,0 mg.mL
-1

 e baixa inibição - MIC acima de 

1,0 mg. mL
-1

.  

          A eficácia dos óleos essenciais difere de um tipo para outro, bem como contra 

diferentes bactérias-alvo, dependendo da sua estrutura (bactérias Gram-positivas e Gram-

negativas). Por exemplo, óleos de sândalo e vetiver exibem alta atividade inibitória contra 

bactérias Gram-positivas; no entanto, eles não inibem as linhagens bacterianas Gram-

negativas (HAMMER E CARSON, 2011; RAUT E KARUPPAYIL, 2014). Os óleos 

essenciais de levístico e salsa manifestam comportamentos semelhantes contra bactérias 

Gram-positivas e Gram-negativas (Staphylococcus aureus, Bacillus cereus, Pseudomonas 

aeruginosa, Escherichia coli, Salmonella typhimurium) (SEMENIUC, POP, E ROTAR, 

2017). Além disso, muitos óleos essenciais são efetivos contra linhagens sensíveis e 

resistentes a antibióticos em estudos in vitro e demonstram possuir potencial contra biofilmes 

que são bem tolerantes a antibióticos (RAUT E KARUPPAYIL, 2014). 
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          O conhecimento sobre o modo de ação dos óleos essenciais contra patógenos 

bacterianos em uma visão mais completa dos alvos celulares bacterianos tem sido ampliado 

nos últimos anos e inúmeros mecanismos de ação antibacteriana dos óleos essenciais têm sido 

propostos, entretanto, cada componente dos óleos pode exibir um mecanismo de ação 

diferente contra patógenos (FALEIRO, 2011).  

           O mecanismo de ação antimicrobiana mais reportado está associado à sua alta 

afinidade por lipídeos devido à sua natureza hidrofóbica. Suas propriedades antibacterianas 

estão evidentemente associadas a esse caráter lipofílico e às estruturas externas do 

microorganismo (CHÁVEZ-GONZÁLEZ et al, 2016). Isso permite que os óleos essenciais 

penetrem nas estruturas da membrana dentro da célula, o que aumenta a fluidez e 

permeabilidade da membrana, altera a topologia das proteínas da membrana e induz 

distúrbios na cadeia respiratória (CHÁVEZ-GONZÁLEZ et al, 2016). 

          Os óleos essenciais também podem influenciar outros processos celulares importantes. 

Eles podem alterar o transcriptoma celular, com a inibição da síntese de ácidos nucléicos de 

DNA e RNA, alterar o proteoma celular por inibição da síntese de proteínas, que entre outras 

funções, regulam a expressão gênica nas células (PIĄTKOWSKA E RUSIECKA-

ZIÓŁKOWSKA, 2016). Além disso, eles podem limitar ou inibir a atividade de enzimas 

como lipase, coagulase, aminoácido descarboxilase e enzimas que degradam antibióticos 

(PIĄTKOWSKA E RUSIECKA-ZIÓŁKOWSKA, 2016).  

          Óleos essenciais também podem inibir ou reduzir a virulência microbiana por fatores de 

influência relacionados à parede celular ou excreção. Eles também podem modular a 

resistência microbiana aos antibióticos por inibição de bombas de efluxo. Embora os 

inibidores da bomba de efluxo sejam frequentemente considerados moléculas grandes e 

lipofílicas, também é proposto que as bombas de efluxo possam ser inibidas através da 

ruptura das membranas e da inibição das vias metabólicas (GIBBONS, 2008; PIĄTKOWSKA 

E RUSIECKA-ZIÓŁKOWSKA, 2016).  

 

2.3 Syagrus coronata            

  

Syagrus coronata (Mart.) Becc. é uma palma pertencente à família Arecaceae, 

subfamília Arecoideae, tribo Cocoeae, subtribo Butineae (BELVISO et al., 2013).  Com 115 

gêneros e 1500 espécies, a subfamília Arecoideae é a maior entre a família Arecaceae 

(CREPALDI et al., 2001).  
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          S. coronata é popularmente conhecido por: licuri, ouricuri, aricuri, coqueiro cabeçudo,  

licurizeiro,  nicuri,  urucuri  e  coqueiro  dicori  (BELVISO et al., 2013; DRUMOND, 2007). 

Essa palmeira é comumente  encontrada  em  regiões  secas e áridas da Caatinga tendo sua 

distribuição geográfica ocupando a  parte oriental e central da  Bahia,  até  o  Sul de 

Pernambuco,  o norte  de Minas  Gerais  e áreas  de Alagoas e Sergipe  (CREPALDI et al., 

2001; BELVISO  et al., 2013).O ouricuri se propaga de forma exclusivamente sexuada,  se  

desenvolvendo  em solos férteis e  profundos, mesmo  em  afloramentos rochosos,  porém  

não  se  adapta  a solos  alagados  e permanentemente   úmidos  (DRUMOND, 2007). 

          O fruto do ouricuri é uma drupa, oval-elipsoide, que apresenta exocarpo fibrosotênue, 

mesocarpo fibroso-mucilaginoso comestível e endocarpo duro. Enquanto verdes, os frutos 

possuem o endosperma líquido, que se torna sólido no processo de amadurecimento, dando 

origem à amêndoa (DRUMOND, 2007). A literatura afirma que a coloração de frutos, 

variando do amarelo ao vermelho, geralmente está associada à presença de carotenóides, 

compostos com atividade pró-vitamínica A, tornando, portanto, seu consumo importante 

para as regiões pobres de países em desenvolvimento, onde a hipovitaminose A é endêmica, 

afetando principalmente crianças na idade pré-escolar (CREPALDI et al., 2001; GROSS, 

1991). 

          Sobre sua composição nutricional, o fruto caracteriza-se por possuir elevado teor de 

lipídeos, em torno de 49%, com mais de 80% da sua composição classificada como ácidos 

graxos saturados, que podem ser extraídos por pressão e temperatura, proteínas (11,5%) da 

amêndoa e 13,2% de carboidratos totais da polpa dos frutos. O teor de lipídeos é elevado e 

similar ao padrão encontrado para outras espécies de palmeiras, porém o teor de proteínas é 

superior às demais (QUEIROGA et al., 2010).  

          O betacaroteno é a principal vitamina encontrada na polpa dos frutos do ouricuri, e 

mesmo sendo encontrado em um teor menor (2,6µg.g
-1

) que o de outras espécies de 

palmeiras, ainda é uma boa fonte dessa vitamina, sobretudo porque em períodos de seca 

severa constitui-se no único alimento disponível na vegetação. A determinação da 

composição nutricional mostra que o fruto é altamente calórico. Os principais constituintes 

das amêndoas são lipídeos e proteínas (CREPALDI et al., 2001; BAUER et al., 2013). 

          A amêndoa de ouricuri é rica em proteína e em óleo de alta qualidade, fornecendo cerca 

de 57 a 62% de azeite, que é empregado na produção de margarina. O óleo extraído da semente 

é amarelado, similar ao do coco, mas com ponto de fusão mais baixo. A exploração do azeite 

das sementes do ouricuri teve início em 1937, quando este óleo pode ser utilizado na cozinha, 
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para o preparo de alimentos; sendo o mesmo também misturado ao óleo de dendê (NOBLICK, 

1986).    

           O óleo de ouricuri ainda é utilizado na fabricação de sabão, sendo considerado um óleo 

de primeira qualidade, já tendo sido bastante usado na indústria de perfumaria no início do 

século XX (NOBLICK, 1986). O sabor das sementes e óleos de licuri é semelhante ao do coco 

comum (Cocus nucifera), atingindo poucos tons de sabor e aroma das amêndoas (Prunus dulcis) 

(BELSIVO et al., 2012). 

           Nas amêndoas de ouricuri cruas, os principais compostos voláteis são os ácidos 

carboxílicos de cadeia curta (particularmente ácidos octanóicos e hexanóicos), com presença 

de lactonas, álcoois e aldeídos (BELSIVO et al.,2012). Bessa et al. (2016) também 

reportaram a predominância dos ácidos graxos como componentes voláteis de S. coronata( 

particularmente ácidos octanóico e dodecanóico) e a presença de sesquiterpenos (em 

especial α-cubebeno). Santos et al. (2017) e De Souza et al. (2017) também encontraram os 

ácidos octanóico e dodecanóico como principais componentes. 

         S. coronata também tem sido utilizada na medicina popular de algumas regiões do 

nordeste brasileiro. Algumas partes da planta usadas em aplicações medicinais incluem a 

casca de nozes para picadas de cobra, água de coco (endosperma líquido) como gotas para 

inflamação ocular, micoses (Tinea negra e Tinea versicolor) e cicatrização de feridas, e chá 

da raiz de ouricuri indicado para o tratamento da dor na coluna (HUGHES et al., 2013). 

          O extrato aquoso da inflorescência de S. coronata mostrou potencial antibacteriano 

contra Bacillus cereus e S. aureus (HUGHES et al., 2013). A propriedade anti-estafilococos 

do óleo volátil de S. coronata contra linhagens sensíveis e resistentes a antibióticos também 

foi demonstrada por Bessa et al. (2016), com CMI variando de 0.002 μL/mL to 0.08 μL/mL 

e CMB variando de 0.002 μL/mL to 0.312 μL/mL.  

          O óleo essencial extraído das amêndoas de S. coronata foi capaz de promover a morte 

de larvas de Aedes aegypti e exercer efeito deterrente de oviposição sobre fêmeas grávidas. 

O óleo também interferiu no padrão de motilidade larval que ocorreu em resposta à presença 

da substância estranha Tween 80 nas primeiras horas de incubação (SANTOS et al., 2017). 

 

2.4 PROTEÔMICA 

   

O termo proteoma, em alusão clara ao termo genômica, refere-se ao conjunto total de 

proteínas expressas pelo genoma, encontradas em células vivas, tecidos ou organismos, 

analisados de uma maneira ampla no contexto de determinada condição e tempo 
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(TSIATSIANI E HECK, 2015).  O termo proteômica foi utilizado inicialmente em meados de 

1994, definido como um campo de estudo e tecnologia que se propõe analisar de forma ampla 

o conjunto de proteínas (BENSIMON, HECK E AEBERSOLD, 2012). As proteínas se 

manifestam como estruturas expressas em uma célula ou tecido, caracterizadas como o 

resultado da transcrição de genes, tradução e síntese até à modificação protéica pós-tradução 

(TSIATSIANI E HECK, 2015).  

          A análise protéica global, corresponde a maquinaria funcional da célula, constitui o 

principal nível de informação para compreender as atividades e dinâmica celulares. 

(ALTELAAR, MUNOZ E HECK, 2013).  Para caracterizar processos de mecanismos e 

funcionamento interno das células, é preciso avaliar a composição dinâmica e a localização 

dos componentes moleculares. Assim, todos os processos celulares envolvem proteínas e sua 

caracterização, desta forma, atraindo maior interesse dos estudos, ao longo dos anos 

(ALTELAAR, MUNOZ E HECK, 2013).   

          As análises proteômicas podem ser ferramentas úteis tanto na identificação de 

biomarcadores de diagnóstico, tratamento e expressão diferencial, como também na análise do 

perfil de proteínas aumentadas ou diminuídas, ganhando destaque no campo da pesquisa de 

doenças (ZENG et al.,2017). No campo da microbiologia, a proteômica também avançou o 

conhecimento dos mecanismos de virulência bacteriana e alguns aspectos importantes de 

interação das bactérias com as células humanas e, portanto, da patogênese das doenças 

infecciosas.  

          Além de identificação de proteínas relacionadas a resistência bacteriana a antibióticos, 

bem como elucidação do seu mecanismo de ação, a protêomica contribui para o melhor 

entendimento das funções da comunidade microbiana, incluindo biofilmes, e fisiologia 

microbiana, que fornece ferramentas para explorar ação de novos produtos bioativos e novos 

antibióticos para a terapia antimicrobiana clínica (CHEN et al., 2017; PÉREZ-LLARENA E 

BOU, 2016). 

          Na análise proteômica são utilizadas ferramentas analíticas e de bioinformática para 

caracterizar a estrutura e as funções das proteínas. Técnicas analíticas de eletroforese em gel 

2-D e MALDI-TOF são as mais utilizadas. Para separação de proteínas por eletroforese 

unidimensional (1-DE)-Sodium Dodecyl Sulphate-Polyacrylamide Gel Electrophoresis (SDS-

PAGE) e bidimensional (2-DE), as moléculas devem ser inicialmente isoladas de materiais 

biológicos, tais como tecidos e fluidos corporais. A extração adequada de proteínas é a etapa 

essencial para obtenção de bons resultados eletroforéticos (BARBOSA et al.,2012). 
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          A eletroforese em gel 1-DE em condições de desnaturação tem várias vantagens: 

praticamente todas as proteínas são solúveis em SDS, permitindo a sua separação e abrange 

um valor relativamente elevado de massas moleculares (de 10000 a 300000 dalton- Da). No 

entanto, ao separar proteínas apenas em relação às massas moleculares, obtém-se informação 

limitada, uma vez que cada uma das bandas presente nos géis é freqüentemente constituída 

por proteínas diferentes (LAMY et al., 2012). 

          Na 2-DE usual, as proteínas são separadas em duas etapas consecutivas. Na primeira, 

denominada focalização isoelétrica (IEF), as moléculas migram em gel de poliacrilamida com 

gradiente de pH imobilizado ou gerado por tampões anfotéricos até atingirem um ponto (pH) 

no qual sua carga é igual a zero (ponto isoelétrico ou pI). Na segunda etapa, as proteínas são 

submetidas a uma eletroforese com direção perpendicular a IEF em gel de poliacrilamida 

contendo dodecil sulfato de sódio (SDS- PAGE), e então separadas de acordo com sua massa 

molecular. Essa segunda etapa é similar à SDS- PAGE, na qual as moléculas são diretamente 

aplicadas no gel SDS- PAGE e separadas de acordo com seu tamanho (BARBOSA et al., 

2012). 

           A 2- DE é a principal técnica de separação de proteínas utilizada antes da aplicação da 

amostra no espectrômetro de massas. Sua vantagem em relação a outras tecnologias é a 

capacidade de separar com alta resolução um grande número de proteínas de uma amostra 

complexa e a possibilidade de se fazer análise de expressão gênica por meio de comparação 

dos padrões proteicos (GALDOS-RIVEROS et al., 2010). Em comparação com a SDS-

PAGE, a 2- DE apresenta uma maior capacidade para separar misturas complexas. Enquanto 

que na SDS-PAGE as bandas proteicas tendem a se sobrepor, os métodos unidimensionais de 

separação podem separar um número relativamente pequeno de proteínas (geralmente menos 

de 50). A 2- DE, ao combinar dois processos distintos de separação, pode ser usada para 

separar mais de 1000 proteínas num único gel (GALDOS-RIVEROS et al., 2010). 

           Embora capaz de gerar muitas informações, as técnicas de SDS- PAGE e 2-DE 

possuem limitações. Uma das mais importantes é a presença de algumas proteínas em 

concentrações elevadas, especialmente em certos fluidos corporais, como é o caso da amilase 

e da mucina na saliva, que dificulta a migração eletroforética das menos abundantes. Outra 

limitação é a dificuldade na extração de proteínas intactas do gel para posterior análise, mas 

algumas tentativas têm sido feitas para contornar esse problema (BARBOSA et al., 2012). 

          A espectrometria de massa é uma técnica analítica que produz espectros das massas dos 

átomos ou moléculas que compõem uma amostra de material. Os espectros são usados para 



 

 
35 

determinar a assinatura elementar ou isotópica de uma amostra, as massas de partículas e de 

moléculas, e para elucidar as estruturas químicas de moléculas, tais como peptídeos e outros 

compostos químicos. Espectrometria de massa funciona por compostos químicos ionizantes 

para gerar carga moléculas ou fragmentos de moléculas e medir sua massa para cobrar taxas. 

MALDI-TOF (Matrix Assisted Laser Desorption Ionization – Time of flight) é a técnica mais 

usualmente empregada para identificação de proteínas (CHANDRASEKHAR et al.,2014). 

          O MALDI-TOF pode ser utilizado, também, para identificar bactérias e fungos e 

substitui o sequenciamento de isolados não usuais no mesmo laboratório, proporcionando 

uma plataforma de trabalho consistente e racionalização eficaz em termos de custos. Além 

disso, MALDI-TOF permite eliminar ensaios bioquímicos complementares (DHIMAN et al., 

2011). Uma variante do MALDI, denominada SELDI (Surface-enhanced laser 

desorption/ionization) é geralmente empregada para análise de proteínas de baixo peso 

molecular (BARBOSA et al., 2012). 

         Diante deste vasto leque de oportunidades, análises proteômicas têm sido realizadas 

para avaliar a ação antibacteriana de produtos naturais derivados de plantas a fim de elucidar 

seu mecanismo de ação. Em um estudo recente, os efeitos dos polifenóis do chá (uma mistura 

de polifenóis extraídos do chá verde com um amplo espectro de atividade antibacteriana) na 

expressão de proteínas em P. aeruginosa e Serratia marcescens foram investigados por 2-DE 

e MALDI-TOF/TOF. Os resultados confirmaram que o distúrbio metabólico causado pelo 

tratamento com polifenóis estava associado a um aumento na quantidade de proteínas de 

membrana, como chaperonas e enzimas-chave envolvidas no controle das vias de biossíntese 

dos componentes da membrana. Estes dados apoiaram um possível modo de ação para 

polifenóis: aumento da permeabilidade da membrana levando à liberação de componentes 

celulares (YI et al., 2014). 

          Plumbagin (naftoquinona) é um composto natural amarelo extraído da raiz Plumbago 

zeylanica L., que é amplamente utilizado na medicina tradicional na Índia e na China. O 

efeito antibacteriano da plumbagina sobre Bacillus subtilis foi avaliado por duas técnicas 

proteômicas complementares, 2-DE e iTRAQ, que identificaram expressão diferencial para 

230 proteínas, envolvidas principalmente no ciclo do ácido cítrico e na biossíntese do heme. 

Esses resultados indicam que a plumbagin bloqueia a geração de energia e também suprime a 

biossíntese de ácidos graxos. A repressão de proteínas diretamente ligadas à divisão celular 

(FTSA e SpoVG) também foi observada (REDDY et al., 2015). Outro exemplo é a elucidação 

do mecanismo de ação para o roemerin, alcalóide de Papaver rhoeas, contra E. coli, que 
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estava relacionado com a inibição da permeabilidade da membrana e proteínas 

transportadoras de açúcar (GOKGOZ E AKBULUT, 2015). 

          O mecanismo de ação de rhodomyrtone (isolado de Rhodomyrtus tomentosa) contra S. 

aureus resistente à meticilina também foi estudado pela análise 2-DE, que revelou que este 

composto afeta a expressão de grandes classes de proteínas envolvidas na biossíntese da 

parede celular, divisão celular, degradação protéica, resposta ao estresse, fatores de virulência, 

produção de energia e biossíntese de macromoléculas (SIANGLUM et al., 2011). Outro 

trabalho semelhante mostrou que a rhodomyrtone afetou enzimas associadas às principais vias 

metabólicas do Streptococcus pyogenes, além de suas ações inibitórias em genes de 

virulência, gliceraldeído-3-fosfato desidrogenase, AMPc e exotoxina pirogênica 

estreptocócica C (LIMSUWAN et al., 2011). Estes trabalhos forneceram informações 

importantes sobre a atividade antibacteriana deste novo composto natural, um candidato 

promissor para um agente terapêutico contra infecções bacterianas. 
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Abstract 

 

In this study, essential oil extracted from Syagrus coronata seeds (SCEO) was evaluated for 

antibacterial and antibiofilm activities against Staphylococcus aureus; and Galleria 

mellonella model was used as an in vivo infection model. SCEO was mainly composed by 

fatty acids (89.79%) and sesquiterpenes (8.5%). The major components were octanoic acid, 

dodecanoic acid, decanoic acid and γ-eudesmol. SCEO showed bactericidal activity (minimal 

bactericidal concentration from 312 to 1250 μg/mL) against all tested S. aureus clinical 

isolates , including those with biofilm-forming and multiple drug resistance phenotypes. 

SCEO weakly reduced biomass but remarkably decrease cell viability in pre-formed biofilms 

of isolate UFPEDA-02. The electronic microscopy analysis showed that SCEO treatments 

decreased the number of cells (causing structural alterations) and lead to loss of the roughness 

in the multiple layers of the three-dimensional structure of bacterial biofilm. In addition, the 

overproduction of exopolymeric matrix was observed.  SCEO at 31.2 mg/kg improved the 

survival of G. mellonela larvae inoculated with UFPEDA-02 isolate as well as reduced 

bacterial load in hemolymph and melanization. In conclusion, SCEO is an antibacterial agent 

against S. aureus strains with different resistance phenotypes and able to disturb biofilm 

architecture. Our results show SCEO as a potential candidate to drug development.  

 

Keywords: Staphylococcus aureus; antibiofilm; antibacterial activity; volatile oil. 
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1. Introduction 

 

Antimicrobial resistance is one of the most serious public health problems, especially 

in developing countries where infectious diseases still represent a major cause of human 

mortality (Ventola, 2015). Staphylococcus aureus is highlighted as one of the major human 

pathogens due its high ability to produce virulence factors that mediate evasion of immune 

system and host tissue damage (Paharik and Horswill, 2016; Guerra et al., 2017; Pietrocola et 

al., 2017).. 

Diseases caused by S. aureus involve skin infections (boils, folliculitis, and abscesses) 

and diseases with greater severity such as pneumonia, meningitis, osteomyelitis, endocarditis, 

bacteremia and sepsis (Cosimi et al., 2017; van Wamel, 2017). In addition, the widespread 

and indiscriminate use of antibiotics has caused selective pressure for the development of 

resistant strains, such as methicillin-resistant S. aureus (MRSA) and other multidrug resistant 

phenotypes. MRSA is associated with high rates of morbidity and mortality, as well as longer 

periods of hospital stay (Cosimi et al., 2017; Haaber et al., 2017; van Wamel, 2017). 

As other bacteria, S. aureus often survive by adhering to surfaces where they form 

complex structures called biofilms (Paharik and Horswill, 2016). Biofilms are conglomerates 

of bacterial cells protected by self-synthesized extracellular polysaccharide matrices. Bacterial 

biofilm formation is one of the most common causes of persistent infection and represents a 

major health problem, as it plays an important role in nosocomial infections in internal 

medical devices such as implanted catheters, artificial heart valves, or bone and joint 

prostheses (Figueiredo et al., 2017; Moormeier and Bayles, 2017). The ability of S. aureus to 

form biofilms in implanted medical devices is an important virulence factor for this pathogen 

(McCarthy et al., 2015). Biofilm producer strains usually exhibit increased resistance to 
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antibiotics and are responsible for persistent infections (McCarthy et al., 2015;Figueiredo et 

al., 2017). 

The failure of antibiotics currently used for the treatment of infections caused by 

multidrug resistant microorganisms has driven the search for new compounds and alternative 

treatments, particularly, those involving plant-derived products such as essential oils, 

flavonoids and other secondary metabolites (Santos et al., 2016; Swamy et al., 2016; Silva et 

al., 2017). Essential oils are mixtures of odoriferous and volatile compounds that have been 

widely reported as antimicrobial agents (Islam et al., 2016; Swamy et al., 2016). One example 

of essential oil bearing plant is Syagrus coronata (Martius) Beccari (Arecaceae, Arecoideae), 

popularly known as “licuri” or “ouricuri” (Belviso et al., 2013; Bessa et al., 2016).  

Syagrus coronata has been used in a number of applications in folk medicine 

including snakebite, ocular inflammation, mycoses, wound healing, and spinal pain treatment 

(Andrade et al., 2015). Various biological activities have been reported for S. coronata seed 

oil, including antibacterial and insecticidal properties (Bessa et al., 2016; Santos et al., 2017). 

In addition, it has shown moisturizing property (Leal et al., 2013).  

Galleria mellonella larvae (waxmoth) is an alternative model that has attracted 

attention due the methodological simplicity and reliability in the evaluation of infections 

caused by different human pathogens, discovery of new virulence genes, as well as the 

evaluation of toxicity and efficacy of antimicrobial agents (Ferro et al., 2016; Jonsson et al., 

2016; Astvad et al., 2017). 

In the present study, S. coronata seed essential oil (SCEO) was evaluated for antibiotic 

and antibiofilm activity against S. aureus and Galleria mellonella model was used as an in 

vivo infection model. 

 

2. Material and methods 
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2.1. Plant material 

 

Seeds of S. coronata were collected at the Catimbau National Park region (PARNA do 

Catimbau, Pernambuco, Brazil - 8° 30' 57" S, 37° 20' 59" W) in December 2015. They were 

dried at 30 °C in an open and airy area for three weeks. The taxonomic identification of the 

plant was performed by Dr. Alexandre Gomes da Silva in the herbarium of the Instituto 

Agronômico de Pernambuco (IPA). The voucher specimen was deposited under the number 

86,950. 

 

2.2. Extraction of S. coronata essential oil (SCEO) 

 

The dried seeds (200 g) were powdered and essential oil was obtained by 

hydrodistillation method for 4 h in a modified Clevenger-type apparatus. The SCEO layer was 

separated from the hydrolate (aqueous layer), dried over anhydrous sodium sulfate, and stored 

in a hermetically sealed amber-glass vial at -20 ºC until required for analysis. The percentage 

yield of essential oil was taken as the quotient of the weight of obtained oil divided by weight 

of the seeds. The whole procedure was repeated 3 times. 

 

2.3. Gas chromatographic (GC) analyses 

 

SCEO was esterified by acid catalysis with boron trifluoride (BF3) (Lima et al., 2013). 

GC was performed using a Thermo Fisher Scientific (Waltham, MA, USA) Trace GC Ultra 

gas chromatograph equipped with a flame ionization detector (FID), a split/splitless injector 

and a Hamilton Bonaduz (Bonaduz Switzerland) HB-5 fused silica capillary column (30 m × 
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0.25 mm; film thickness 0.25 µm). The oven temperature was held at 40 ºC for 2 min and 

then increased at 4 ºC/min to 230 ºC. The injector and detector were both maintained at 250 

ºC, and the essential oil solution and esterified fractions were injected in the splitless mode. 

Each analysis was carried out in triplicate.  

GC coupled to mass spectrometry (GC-MS) was carried out using an Agilent 

Technologies (Palo Alto, CA, USA) series 5975C quadrupole analyzer equipped with an 

Agilent J & W nonpolar DB-5 fused silica capillary column (60 m x 0.25 µm i.d.; film 

thickness 0.25 µm). The oven temperature was held at 60 ºC for 3 min, then increased at 2.5 

ºC/min to 240 ºC and subsequently held for 10 min. The helium carrier gas flow was 

maintained with a constant pressure of 100 kPa, and the injector was operated at 250 ºC in the 

split mode (1:20). The detector temperature was 280 ºC, the ionization potential was 70 eV, 

and mass spectra were scanned in the range 20-350 m/z at a rate of 0.5 scans/s (Autran et al., 

2009).  

Individual components of SCEO were initially identified according their Retention 

Indices (RI), obtained by co-injection of oil samples and C8-C30 n-alkanes, calculated 

according to the equation of van Den Dool and Kratz (1963) and compared with the literature 

(Adams, 2007). The acquired mass spectra were matched with those stored in the library of 

the GC-MS system (MassFinder 4 comprising NIST08 MS Library and Wiley Registry of 

Mass Spectral Data, 9th Edition) and with other published data. The composition of essential 

oil was expressed in the form of percentages of total peak area as recorded by GC-FID. 

 

2.4. Phenotypic characterization of S. aureus strains 

 

2.4.1. Antibiotic susceptibility profile  
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Twenty S. aureus clinical isolates (Table 2) were obtained from the Collection of 

Microorganisms of the Departamento de Antibióticos of the Universidade Federal de 

Pernambuco (UFPEDA), Brazil. S. aureus clinical isolates susceptibility was determined 

according to Kirby Bauer's disk diffusion technique (Bauer et al., 1966) using the antibiotics: 

ampicillin, oxacillin, cephalothin, cefazolin, cefepime, cefoxitin, cefotaxime, cefuroxime, 

imipenem, meropenem, nalidixic acid, ciprofloxacin, nitrofurantoin, amikacin, gentamicin, 

vancomycin, clindamycin, chloramphenicol, tetracycline, and trimethoprim.  Antibiotics 

susceptibility was interpreted according the Clinical and Laboratory Standards Institute 

(CLSI, 2014). 

The multiple antibiotic resistance (MAR) index was calculated using the formula 

MAR= x/y, where x is the number of antibiotics to which the isolate demonstrated resistance 

and y is the total number of antibiotics tested (Krumperman, 1983). 

 

2.4.2. Evaluation of S. aureus biofilm formation  

 

Biofilm formation was evaluated and quantified using crystal violet assay (Stepanovic 

et al., 2007). Briefly, biofilm was formed adding 20 µL of the bacterial suspension (1.5 x 10
8
 

CFU/mL), 20 µL of Milli-Q water and 160 µL of brain heart infusion broth (BHI) in each 

well of a microtiter plate. After 24 h of incubation at 37 °C, the non-adherent cells were 

removed, and the biofilm was washed three times with saline solution (0.9% NaCl). Biofilms 

were heat-fixed at 60 ºC for 1 h and then stained with 0.4% (w/v) crystal violet for 15 min at 

30 ºC. Finally, the plate was washed four times with water and the biofilm was resuspended 

with ethanol for 30 min. The optical density (OD) was measured at 570 nm. The biofilm 

production was classified according to Stepanovic et al. (2007). 
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2.5. Determination of minimum inhibitory (MIC) and bactericidal (MBC) concentrations 

 

Minimum inhibitory concentration and MBC were determined by broth 

microdilution method (De Oliveira et al.,2012). Initially, overnight bacterial culture was 

prepared on Mueller Hinton Agar (MHA) plates, after the incubation bacterial suspension 

at 1.5×10
8
 CFU/mL was prepared in saline solution (0.9% NaCl). SCEO (0.039 – 10.000 

µg/mL) was serially diluted in microplates containing Mueller Hinton Broth (MHB). 

Each well received 10 µL of bacterial suspension, except the wells used as negative 

growth control. The plates were incubated at 37 °C and, after 24 h, wells received 20 µL 

of 0.01% (w/v) resazurin solution to follow bacterial growth (i.e. change of blue to pink 

color). After 2-h incubation, the MIC was defined as the lowest SCEO concentration that 

inhibited bacterial growth. Subsequent, suspension from wells where bacterial growth 

was not detected were transferred to MHA plates and incubated for 24 h. MBC was 

determined as the lowest SCEO concentration able to prevent bacterial growth. 

 

2.6 Biofilm eradication assays: Quantification of biofilm biomass and Viability of biofilm 

cells 

 

The biofilm eradication ability of SCEO was evaluated using crystal violet method (Zimmer 

et al., 2013). For this assay, the S. aureus UFPEDA-02 strain was selected due to its source 

(wound) and high biofilm production ability. The biofilm was formed according previously 

described and, after 24 h of incubation at 37 °C, planktonic cells were removed and the SCEO 

diluted in BHI broth was added at different concentrations (156, 312, 624 and 1,248 µg/mL). 

The plate was incubated again at 37 °C and after 24 h the wells were washed three times with 

saline solution (0.9% NaCl). Adherent biofilms were heat-fixed at 60 ºC for 1 h and then 
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stained with 0.4% (w/v) crystal violet for 15 min at 30 ºC. Finally, the plate was washed four 

times with water and the stained biofilm was solubilized in ethanol for 30 min. The 

absorbance (570 nm) was measured. Vancomycin (1 µg/mL) was used as antibiotic control. 

The viability of cells within biofilms exposed SCEO was assessed using MTT (3-(4,5-

dimethyl-2-thiazolyl)-2,5-diphenyl-2H-tetrazolium bromide) assay (Mosmann, 1983). 

Biofilms were grown as described above and, after 24 h, it was exposed to the SCEO (156, 

312, 624 and 1,248 µg/mL). After the incubation period, the content of wells was removed 

and the remaining biofilm was washed two times with saline. MTT solution at 0.3 mg/mL 

(200 µL) was added to each well and incubated for 90 min at 37 °C. MTT was removed and 

the wells were washed once with saline. Then, purple formazan crystals were dissolved with 

200 µL of dimethyl sulfoxide (DMSO) for 20 min and then the absorbance at 540 nm was 

measured. Vancomycin (1 µg/mL) was used as positive control. 

 

2.7. Scanning electron microscopy (SEM) 

 

Biofilm was grown and treated with SCEO (312 and 624 µg/mL) in 96-wells 

microtiter plates containing a piece of Permanox™ slide in each well (Nalge Nunc 

International, USA). After 48 h of incubation at 37 ºC, the slide pieces were fixed and stored 

in 2.5% (v/v) glutaraldehyde at -20 ºC until microscopy analysis. The samples were washed 

with 100 mM cacodylate buffer pH 7.2, and dehydrated in increasing concentrations of 

acetone. The slides were dried by the CO2 critical point technique (CPD 030 Balzers, 

Liechtenstein), fixed on aluminum stubs, covered with gold film and examined in a JEOL 

JSM-6060 microscope (Trentin et al., 2011). Vancomycin (1 µg/mL) was used as antibiotic 

control. 
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2.8. In vivo assays using Galleria mellonella 

 

2.8.1. Survival assay 

 

Galleria mellonella larvae (200 mg) were randomly distributed in groups (n = 

10/group), and infected with 10 μL of S. aureus UFPEDA-02 suspension (1.0 x 10
5
 

CFU/larvae) injected into the last left proleg. After 2 h incubation at 37 °C, larvae received a 

single dose of S. coronata essential oil (15.6 mg/kg or 31.2 mg/kg) and the plates were re-

incubated at 37 ºC. The amount of essential oil administered to individual larvae was 

determined by larval weight and MIC results from the in vitro assay, further to approaching 

similar doses to doses of antibiotics applied in humans. Larvae infected with S. aureus and 

inoculated with vehicle (PBS) were used as positive control, while uninfected larvae also 

treated with vehicle were taken as negative control. Mortality rates of each group were 

observed daily during 5 days. 

 

2.8.2. Early melanization assay 

 

The effect of SCEO in the production of melanin induced by S. aureus infection was 

measured as previously described by Scorzoni et al. (2013) with modifications. The larvae 

(n=10/group) were infected with S. aureus (1.0 x 10
6
 CFU/larva) and immediately treated 

with SCEO (15.6 or 31.2 mg/kg). Larvae infected and treated with vehicle (PBS) were used as 

positive control while larvae inoculated only with vehicle were the negative group. After 1 h 

and 3 h of incubation, the hemolymph of four larvae from each group was collected by cutting 

them with a scalpel blade through the cephalocaudal direction and squeezing. The obtained 
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hemolymph was diluted in cold PBS and the absorbance read at 405 nm. Melanin production 

was detected by measuring the absorbance at 405 nm.  

 

2.8.3. Bacterial load in hemolymph 

 

To evaluate the effect of SCEO in bacterial load in hemolymph, the larvae (n = 

10/group) were infected with S. aureus (1.0 x 10
5
 CFU) and treated with essential oil (31.2 

mg/kg) as described for survival assay. The hemolymph of five larvae was collected daily for 

3 days, serially diluted in PBS and 4 µL of each dilution was plated on MHA. After 

incubation for 24 h at 37 
o
C, the number of colony forming units (CFU) per millilitre (mL) 

was determined. 

 

2.9. Statistical analysis 

 

All assays were performed in triplicate in at least two independent experiments. 

Statistical analyses were performed by one-way analysis of variance (ANOVA). All 

analyses were carried out using GraphPrism, version 7. Differences were considered 

significant at p < 0.05. Differences in the survival of G. mellonella larvae were determined 

using the Kaplan-Meier method and log-rank test was used to compare survival curves. 

 

3. Results and discussion  

 

3.1. Chemical composition of SCEO 
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The hydrodistillation of S. coronata seeds allowed to obtain the essential oil with yield 

of 0.41 ± 0.1%. The SCEO components detected by GC/MS and GC/FID are presented in 

Table 1. A total of 11 volatile constituents were identified, corresponding to 98.63% of the 

total oil, being most of them fatty acids (89.79%) and sesquiterpenes (8.5%). The most 

abundant components were octanoic acid, dodecanoic acid, decanoic acid and γ-eudesmol. 

Previous studies have reported that S. coronata oils are dominated by free carboxylic acids, 

accounting for approximately 80% of the total composition, and octanoic acid has been 

reported as the major volatile component of S. coronata oil (Belviso et al., 2013; Bessa et al., 

2016; Santos et al., 2017). 

 

3.2. Phenotypic characteristics of S. aureus isolates 

 

The twenty S. aureus clinical isolates were from several sources such as catheter tip, 

purulent exudate, bone fragment, surgical wound and human injury (Table 2). The results  

showed that 13 strains were resistant to cefoxitin and classified as MRSA (Kumar et al., 

2013). The MRSA strains exhibited higher MAR indexes compared to the methicillin-

sensitive strains (MSSA), as shown in Table 3. In fact, 11 MRSA clinical isolates were 

multidrug resistant as they showed resistance to at least 3 classes of antibiotics while 3 MSSA 

were multidrug resistant strains (Table 3). Crystal violet assay revealed that 13 clinical 

isolates were strong biofilm producers, 6 strains were moderate biofilm producers, while one 

strain was a weak biofilm producer (Table 2).  

 

3.3. SCEO is a bactericide agent against S. aureus  
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SCEO showed antimicrobial efficacy against all selected strains of S. aureus, 

including those with biofilm-forming and multiple drug resistance phenotypes. The MIC 

values for the oil ranged from 156 μg/mL to 625 μg/mL (Table 3). The MBC values were 

equal to or 2-fold higher than each respective MIC, ranging from 312 to 1250 μg/mL, 

indicating the bactericidal effect of the oil. Essential oils from plants such Caryophyllus 

aromaticus, Cinnamomum zeylanicum, Eugenia uniflora, Rosmarinus officinalis, Vernonia 

polyanthes, and Baccharis dracunculifolia have been shown to be effective against clinical 

isolates of S. aureus, with MIC ranging from 0.25 to 56mg/mL for MRSA and 0.25 to 50.8 

mg/mL for MSSA (Barbosa et al., 2015). 

The main constituents of SCEO are medium chain fatty acids, which have previously 

been identified as bioactive components against bacteria and yeasts, tending to be more active 

against gram-positive bacteria than gram-negative (Desbois and Smith, 2010; Sternkopf 

Lillebaek et al., 2017). For example, the octanoic acid, the major component of SCEO, has 

antibacterial properties against a range of gram-positive and gram-negative pathogens; 

dodecanoic and decanoic acids have been also reported as antimicrobial agents (Hulankova et 

al., 2013; Kim and Rhee, 2015).  

 

3.4. SCEO eradicates S. aureus biofilm 

 

The effect of SCEO on the biomass and viability of preformed biofilm was evaluated 

using the strong biofilm producer strain UFPEDA 02. SCEO showed a slightly effect on 

biofilm biomass; significant reduction was observed only with 312 and 624 μg/mL 

concentrations (Figure 1). These findings were similar to vancomycin results, used as 

antibiotic control. On the other hand, SCEO was able to significantly decrease biofilm cell 

viability at all tested concentrations. Bacterial cell viability decreased more than 50% when 
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the biofilm was submitted to the lowest concentration (156 μg/mL, corresponding to 

0.5×MIC), while minimal viability was detected when the biofilms were exposed to the 

highest concentrations (624 and 1,248 μg/mL, corresponding to 2×MIC and 4×MIC 2) 

(Figure 1).  

Figure 1 also shows that vancomycin showed low effect against the bacteria within the 

biofilm. The planktonic bacterial susceptibility to antibiotics may not correspond to a good 

prediction for bacteria associated with biofilm. This may represent a key point in the failure of 

antimicrobial treatment in the clinical routine as well as in the evaluation and development of 

potency antimicrobial agents (Claessens et al., 2015; Ozturk et al., 2016).  

The SEM analysis revealed untreated S. aureus biofilm as aggregates composed by 

cells with preserved structure (Figure 2A). No remarkable alterations were observed in 

biofilm treated with vancomycin (Figure 2B). SCEO treatments with MIC, 312 μg/mL 

(Figure 2C), and supra-MIC, 624 μg/mL concentrations (Figure 2D), decreased the number of 

cells in biofilms and lead to loss of the roughness in the multiple layers of the three-

dimensional structure of bacterial biofilm. The biofilm architecture was also affected by 

SCEO showing flat form and more homogeneity. SCEO at 312 µg/mL caused alteration in the 

cellular structure of S. aureus (Figure 2C), which may be related to the bactericidal action of 

the oil. Another effect induced by SCEO in S. aureus biofilms was the overproduction of 

exopolymeric matrix (Figure 2D), which can be a protective mechanism against the 

aggression caused by the natural product (Trentin et al., 2011). The maintenance of the three-

dimensional matrix architecture (with dense areas, pores and channels) is crucial to determine 

the way of life in biofilm due to its influence on factors such as diffusion of nutrients, oxygen, 

residual products, motility (Flemming and Wingender, 2010; Flemming et al., 2016). The 

biofilm eradication ability of the major components of SCEO was already reported. Hogan et 

al. (2016) demonstrated that application of ML: 8, an emulsion based on octanoic acid, 
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reduced S. aureus biofilm viability in more than 97% after 24 h treatment in vitro. Hess et al. 

(2015) showed that dodecanoic acid was also able to reduce the viability of biofilm cells of S. 

aureus, however, it did not reduce the biofilm biomass. 

 

3.5. SCEO reduces the deleterious effects of S. aureus infection in G. mellonella  

 

The inoculation SCEO at 15.6 mg/kg or 31.2 mg/kg did not change the survival rate of 

G. mellonella larvae. In addition, G. mellonella larvae exposed to SCEO developed the pupal 

stage in the same time period than untreated larvae. These data show that SCEO showed no 

toxicity. 

The inoculation of S. aureus UFPEDA-02 reduced the survival rate of G. mellonella 

larvae, resulting in the death of all larvae in 3 days. This effect was reduced with a single 

SCEO dose of 31.2 mg/kg, which resulted in survival rate of 60% in 4 days after infection. 

The mortality rate at dose of 15.6 mg/kg was similar to that of the untreated group (Figure 

3A). Aiming to investigate if the mortality rate was related to antibacterial activity of SCEO, 

the bacterial survival in hemolymph was evaluated. The hemolymph of larvae infected with S. 

aureus exhibited increased levels of bacterial load, approximately, 6, 8, and 9 log CFU/mL in 

1
st
, 2

nd
, and 3

rd
 days post-infection, respectively. These values were reduced in treatment with 

SCEO at 31.2 mg/kg to 4, 5, and 5 log CFU/mL 1, 2, and 3 days post-infection, respectively 

(Figure 3B).  

We also analyzed the effect of SCEO at 31.2 mg/kg in melanin production, employing 

a model of acute infection by inoculating the larvae with a high-density inoculum. 

Melanogenisis is an essential component of G. mellonella immune response against microbial 

infection (Zdybicka-Barabas et al., 2014). However, the overproduction of this pigment has 

been associated to death induced by microorganisms (Ciesielczuk et al., 2015). The melanin 
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in hemolymph significantly increased after 1 and 3 h of infection with S. aureus and SCEO 

was able to reduce larvae melanization induced by S. aureus infection in both periods (Figure 

3C). These results corroborate with the benefic effects of this oil in infected larvae. 

 

4. Conclusion  

 

This work demonstrated that SCEO is an antibacterial agent against S. aureus strains 

with different resistance phenotypes and that its ability in disturbing biofilm architecture is 

probably associated to the decrease of viability of cells inside the biofilm. In vivo antibacterial 

activity of SCEO against S. aureus improved survival of G. mellonella larvae and this fact 

indicates SCEO as a potential candidate to drug development for treatment of S. aureus 

infections.  
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Figure captions 

 

Figure 1. Effect of the Syagrus coronata essential oil (SCEO) on biomass and cell viability in 

S. aureus UFPEDA-02 biofilm. Biomass was quantified using the crystal violet method (OD 

540 nm) and viability was determined by MTT assay (OD 540 nm). (**) p<0.05; (***) 

p<0.01. 

 

Figure 2. SEM images of biofilms formed by S. aureus UFPEDA-02. (A) Untreated biofilm. 

(B) Biofilm treated with vancomycin at 1 µg/mL. (C) Biofilm treated with Syagrus coronata 

essential oil (SCEO) at 312 µg/mL. Arrows point cells with altered structure. (D) Biofilm 

treated with SCEO at 624. The asterisks indicate overproduction of exopolymeric matrix. 

 

Figure 3. Effects of SCEO on Galleria mellonella larvae infected with S. aureus UFPEDA-

02. (A) Survival curves of uninfected insects treated with PBD as well as infected insects 

treated with PBS (control) or SCEO at 15.6 and 31.2 mg/kg. (B) Bacterial load and (C) 

melanization in larvae uninfected treated with PBS as well as insects treated with PBS 

(control) or SCEO at 31.2 mg/kg. (**) p<0.05 (***) p<0.01.  
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Table 1. Constituents of Syagrus coronata seed essential oil (SCEO). 

Nº Compound
a
 RI Content (as % of total oil) 

Determined
b
 Literature

c
 

1 Octanoic acid 1195 1167 46.77 ± 1.85 

2 Decanoic acid 1378 1364 20.93 ± 0.29 

3 trans-Caryophyllene 1421 1417 0.41 ± 0.05 

4 Viridiflorene 1497 1496 0.53 ± 0.09 

5 δ-Cadinene 1525 1522 0.44 ± 0.06 

6 Dodecanoic acid 1573 1565 22.09 ± 3.51 

7 Caryophyllene oxide 1586 1582 0.61 ± 0.23 

8 Ethyl dodecanoate 1595 1594 0.34 ± 0.06 

9 γ-Eudesmol 1634 1630 4.26 ± 0.41 

10 β-Eudesmol 1653 1649 0.41 ± 0.04 

11 α-Eudesmol 1656 1652 1.84 ± 0.61 

 Total   98.63 

a 
Constituents listed in order of elution on a non-polar DB-5 column; 

b
Retention indexes (RI) 

calculated from retention times in relation a series of C8-C30 n-alkanes on a 30 m DB-5 

capillary column; 
c
Values taken from Adams (2007). 
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Table 2. Isolation source, phenotypic evaluation and biofilm formation ability of S. aureus isolates used in this study. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

(+++) Strong biofilm forming strain. (++) Moderate biofilm forming strain. (+) Weak biofilm forming strain. 

Isolate  Source Phenotypic evaluation  Crystal violet  assay  

Colony color Colony consistency OD570 Biofilm formation 

UFPEDA-02 Human injury Almost black Dry 1.47±0.12  +++ 

UFPEDA-659 Catheter tip Red Crystalline 0.59±0.13 ++ 

UFPEDA-662 Catheter tip Almost black Rough 1.22±0.08 +++ 

UFPEDA-670 Catheter tip Red Crystalline 0.52±0.03 ++ 

UFPEDA-671 Bone Fragment Almost black Dry e Rough 1.03±0.15 +++ 

UFPEDA-672 Bone Fragment Almost black Rough 1.14±0.08 +++ 

UFPEDA-674 Purulent exudate Bordeaux red Crystalline 0.62±0.09 ++ 

UFPEDA-679 Surgical wound secretion Black Rough 0.77±0.07 ++ 

UFPEDA-683 Purulent exudate Almost black Rough 1.06±0.19 +++ 

UFPEDA-689 Purulent exudate Black Rough 

 

1.22±0.11 +++ 

UFPEDA-691 Catheter tip Red Rough 0.45±0.06 ++ 

UFPEDA-699 Catheter tip Red Crystalline 1.01±0.15 +++ 

UFPEDA-700 Diabetic foot ulcer Bordeaux red Crystalline 1.01±0.22 +++ 

UFPEDA-705 Surgical wound secretion Black Rough 1.49±0.18 +++ 

UFPEDA-709 Purulent exudate Red Crystalline 1.31±0.09 +++ 

UFPEDA-718 Tracheal secretion Red Crystalline 0.38±0.05 + 

UFPEDA-726 Nasal secretion Red Crystalline 1.18±0.12 +++ 

UFPEDA-731 Surgical wound secretion Almost black Rough 0.58±0.05 ++ 

UFPEDA-733 Bone Fragment Bordeaux red Crystalline 1.28±0.16 +++ 

UFPEDA-802 Nasal secretion Red 

 

 

 
 

Dry 1.14±0.2 +++ 
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Table 3. Antibiotic resistance profile of S. aureus isolates and antibacterial activity of Syagrus coronata essential oil (SCEO). 

 

Clinical isolate Susceptibility profile MAR  SCEO activity 

MIC(µg/mL) MBC (µg/mL) 

UFPEDA-02 Susceptible 0 312 312 

UFPEDA-659 CFO,OXA, NAL 0.15 312 312 

UFPEDA-662 AMP, CFO, OXA, NAL 0.2 625 625 

UFPEDA-670 AMP, CFO, OXA, NAL, CIP, CLI, TRI 0.35 312 625 

UFPEDA-671 AMP, CFO, OXA, NAL, CIP, AMI, GEN, CLI, CLO, TET, TRI 0.55 312 312 

UFPEDA-672 AMP, CFO, OXA,NAL, CIP, NIT, CLI, TRI 0.4 156 312 

UFPEDA-674 AMP, NAL, CLI, TET 0.2 312 625 

UFPEDA-679 AMP, CFO, OXA, CFL, CFZ, NAL, VAN, AMI, CLI 0.45 625 625 

UFPEDA-683 AMP, OXA, CFL, CFO, CFZ, CPM, CRX, CTX, NAL, CIP, VAN, AMI, GEN,  CLI, CLO, TRI 0.8 625 1250 

UFPEDA-689 AMP, CFZ, NAL, GEN, CLI, CLO, TET, TRI   0.4 625 625 

UFPEDA-691 NAL, CIP, CLO 0.15 156 312 

UFPEDA-699 AMP, NAL, CLI, CLO 0.2 156 312 

UFPEDA-700 AMP, CFO, OXA, CIP, TET 0.25 312 156 

UFPEDA-705 AMP, OXA, CFL, CFO, CPM, CRX, NAL, NIT, GEN 0.45 312 312 

UFPEDA-709 AMP, CFO, OXA, NAL, CLI, TET 0.3 625 625 

UFPEDA-718 AMP, NAL, CIP 0.15 312 312 

UFPEDA-726 AMP, CFO, OXA, CIP, GEN, CLO, TRI 0.35 312 312 

UFPEDA-731 AMP, CFO, OXA, CFL, CFO, CRX, NAL, CIP, GEN, CLI, CLO, TRI 0.6 312 312 

UFPEDA-733 AMP, NAL, CIP, CLO 0.2 625 625 

UFPEDA-802 AMP, OXA, CFL, CFO, CFZ, CPM, CRX, CTX, NAL, CIP, AMI , GEN , CLI , CLO, TET,  

 

 

 

 

 

 

TRI 

0.8 625 625 
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AMP: ampicillin. OXA: oxacillin. CFL: cephalothin. CFZ: cefazolin. CPM: cefepime. CFO: cefoxitin, CTX: cefotaxime. CRX: cefuroxime. IMI: imipenem. MER: meropenem. NAL: nalidixic 

acid. CIP: ciprofloxacin. NIT: nitrofurantoin. AMI: amikacin. GEN: gentamicin. VAN: vancomycin. CLI: clindamycin. CLO: chloramphenicol. TET: tetracycline. TRI: trimethoprim. MAR: 

multiple antibiotic resistance index. MIC: minimum inhibitory concentration. MBC: minimum bactericidal concentration.
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ARTIGO 3 - CARACTERIZAÇÃO PROTEÔMICA DE Staphylococcus aureus 

TRATADO COM ÓLEO VOLÁTIL DE Syagrus coronata  

 

Santos, B.S.S., Nascimento-Júnior,J.A.A., Sampaio, M.G.V., Correia, M.T.S., Silva, L.C.N, 

Napoleão, T.H., Silva, M.V., Paiva, P.M.G. 

(*) – Artigo a ser submetido a revista Microbial Pathogenesis (Fator de impacto 2017: 2.332) 
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Caracterização proteômica de Staphylococcus aureus tratado com óleo volátil de Syagrus 

coronata 

 

Santos, B.S.S., Nascimento-Júnior,J.A.A., Sampaio, M.G.V., Correia, M.T.S., Silva, L.C.N, 

Napoleão, T.H., Silva, M.V., Paiva, P.M.G. 

 

1 – Introdução 

          

O surgimento e disseminação de bactérias patogênicas resistentes a múltiplos agentes 

antimicrobianos tornou-se um grande problema de saúde global no século XXI 

(MAGIORAKOS et al., 2012). As infecções causadas por esses agentes patogênicos 

aumentam a incidência de morbidade e mortalidade, bem como o tempo de hospitalização e 

os custos de tratamento (LAXMINARAYAN et al., 2013). Este problema é ainda mais 

complicado pelo fato de que o desenvolvimento de novos antimicrobianos não segue a taxa 

em que os mecanismos de resistência bacteriana evoluem (LAUTENBACH E 

PERENCEVICH, 2014).  

        Neste sentido, as estratégias destinadas a combater esta ameaça estão sendo buscou. 

Ao longo dos séculos, produtos naturais provenientes de plantas têm formou a base para 

sistemas médicos tradicionais em todo o mundo. Essas substâncias chamam a atenção dos 

pesquisadores devido à sua multiplicidade de aplicações e atualmente desempenham um papel 

fundamental na permitindo a descoberta de novos medicamentos. Usados diariamente ou com 

algumas modificações químicas, os metabolitos da planta secundária estão presentes em 

vários medicamentos que foram aprovados nos últimos 30 anos (NEWMAN E CRAGG, 

2012). 

          Syagrus coronata (Arecaceae), popularmente conhecida como "ouricuri" ou "licuri", é 

uma palmeira tipicamente encontrada na Caatinga (região semi-árida do nordeste brasileiro), 

que sofre uma seca prolongada e floração e frutificação durante um longo período do ano 

(SANTOS et al.,2017). Os seus usos em culinária (principalmente o óleo de frutas), 

construção, arte popular, combustível e medicina foram relatados, mas o valor predominante 

está ligado ao uso da amêndoa (SANTOS et al., 2017). A atividade antibacteriana do óleo de 

S. coronata foi reportada recentemente, entretanto, seu mecanismo de ação ainda não está 

bem elucidado. Uma análise da caracterização do perfil proteico de Staphylococcus aureus 

exposto ao óleo de S. coronata poderá facilitar o entendimento do seu modo de ação.  
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          O objetivo deste estudo foi avaliar o perfil proteico de S. aureus após incubação com 

concentração subinibitoria do óleo de S. coronata. Em adição, o trabalho também avalia a 

citotoxicidade do óleo de S. coronata sobre fibroblastos humanos. 

 

2 – Materiais e métodos 

 

2.1 Óleo volátil de S. coronata 

         

          O óleo volátil de S. coronata foi obtido como descrito previamente no segundo capitulo 

conforme Santos et al.(2017).Os principais componentes do óleo de S. coronata são ácido 

octanóico, ácido dodecanóico e ácido decanóico (SANTOS et al., 2017). 

 

2.2 Linhagens de Staphylococcus aureus 

           

           Foram utilizadas duas linhagens de S. aureus, uma linhagem padrão sensível a 

meticilina (MSSA) UFPEDA 02 e uma linhagem resistente a meticilina (MRSA) UFPEDA 

705. Os isolados foram mantidos e crescidos em meio BHI (Brain Heart Infusion). 

 

2.3 Curva de crescimento 

          

Para avaliação do crescimento, as linhagens de S. aureus foram cultivadas em meio 

BHI na ausência ou presença de 0.5xMIC (156µg/mL) a 37º por 12h. Aliquotas foram 

coletadas após 0, 2, 4, 6, 8, 10 e 12h e o crescimento celular foi monitorado pela leitura do 

valor de densidade óptica (OD) a 600nm. 

 

2.4 Preparação dos extratos protéicos  

            

As células de MRSA e MSSA foram coletadas após 6h de crescimento na presença ou 

ausência de óleo volátil de S. coronata. As células foram lavadas três vezes com solução 

fosfato salina (PBS) para retirar residuos de meio de cultura e coletadas por centrifugação a 

6000xg por 10 min. O precipitado protéico foi obtido pelo método de trizol, seguindo as 

instruções do fabricante. A quantificação de proteínas foi realizada utilizando o kit Quanti 2-

D (GE Life Sciences) de acordo com as recomendações do fabricante. O padrão de proteína 

BSA foi utilizado para obter uma curva de calibração.As amostras foram estocadas a -80ºC. 
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2.5 Eletroforese bidimensional (2-DE) e análise da imagem 

             

A focalização isoelétrica foi realizada em IPGphor 3 (GE Healthcare, Piscataway, NJ, 

EUA) em tira dry strip 11 cm e gradiente de pH imobilizado de 4-7, que foram hidratados 

com 500 μg de proteínas dissolvidas em solução de reidratação (ureia 7 M, tioteia 2 M, 2% 

CHAPS, DTT 19,4 mM, tampão IPG / pH 4-7 1,0% (GE Life Sciences) e 0,005% de azul de 

bromofenol). O IEF foi realizado a 20 °C de um modo passo a passo nas condições da 

seguinte forma: 100V durante 2 horas, 250V por 2 horas, 500V durante 2 horas, 1000V 

durante 2 h, gradientes de 8000V durante 4 h e 8000V para um total de 66.000Vh . A segunda 

dimensão foi realizada com 12% de géis utilizando 16 mA/gel durante 0,5 h, seguido de 32 

mA/gel a 16 °C. Os spots proteínas nos géis foram visualizadas por coloração com o método 

melhorado de Blue-G-250 do Coomassie Brilliant.  

             Cada amostra de proteína foi analisada por 2-DE pelo menos três vezes. Os géis de 

proteínas foram analisados com o software ImageMaster 2D Platinum 6.0 (GE Healthcare, 

Piscataway, NJ, EUA) de acordo com os protocolos fornecidos pelo fabricante. A detecção 

dos spots foi realizada, seguido de correções manuais para remover artefatos que não 

correspondem a proteínas e a quantidade de cada site foi normalizada pela intensidade total de 

spots válidas.  

             Os spots de proteínas normalizadas foram comparadas e as que apresentaram aumento 

ou diminuição da abundância para mais do dobro foram consideradas diferencialmente 

expressas, com valores de p <0,05. Os spots de proteínas selecionadas foram submetidas a 

digestão com tripsina para identificação pelo MALDI-TOF/TOF MS. 

2.6 Identificação de pontos diferencialmente expressos por espectrometria de massa 

           Os locais selecionados foram excisados  manualmente dos géis e digeridos com 

tripsina. Os peptídeos resultantes foram extraídos em solução contendo 5% de ácido 

trifluoracético e 50% de acetonitrila, concentrados em Speed-Vac (Eppendorf) durante 30 

minutos e submetidos a análise de espectrometria de massa. Os espectros de MS e MS/MS 

foram obtidos no MALDI-TOF/TOF Autoflex III (espectrômetro Bruker Daltonics) usando a 

matrix de α-ciano. O MS em conjunto com o espectro MS/MS foi pesquisado pelo software 

MASCOTE (versão 2.2, Matrix Science, Londres, Reino Unido) e no banco de dados 

UniprotKB/Swiss-Prot.  

 

2.7 Determinação de ROS (Radical anion superoxido) 
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Radical anion superoxido foi estimado pelo método de NBT usando protocolo descrito 

por Joshi et al.(2018). Células de MRSA e MSSA tratadas e não tratadas foram lavadas três 

vezes para retirar residuos de meio de cultura e foram incubadas com solução de NBT(0,1%) 

a 37ºC por 45 minutos. Em seguida, as amostras foram centrifugadas a 6000xg por 10 

minutos e o pellet celular foi solubilizado com 100 µL de KOH (2M) e 100 µL de DMSO e a 

quantidade de ROS foi mensurada espectrofotometricamente a 620nm. 

 

2.8 Ensaio de citotoxicidade 

        

Os fibroblastos NCTC clone 929 foram plaqueados em placas de microtitulação 96 

poços a 3 x 10
4
 células por poço em 100 µL de meio de crescimento(Meio Essencial Mínimo 

(Sigma) suplementado com 10% de FBS inativado pelo calor, penicilina G e estreptomicina). 

As células foram cultivadas overnight a 37ºC, 5% de CO2. Em seguida, o meio foi removido e 

o óleo volátil foi adicionado em 200 µL de meio durante 24 h. Cada concentração foi testada 

em triplicada. A mensuração da viabilidade celular foi avaliada por reagente MTT 

(MOSMANN,1983). 

 

3 – Resultados e discussão 

          

A curva de crescimento celular de MRSA e MSSA (Figura 1) foi construída nos tempo 

de 0 a 12h tratado com 0.5 x MIC e determinada espectrofotometricamente (OD600). O 

crescimento de ambas as linhagens foi diminuido pela presença do tratamento, por isso, o 

tempo de 6h foi escolhido para estudo proteômico devido a uma significativa biomassa para 

extração protéica e inicio da fase exponencial, período em que as células encontraram-se em 

alta atividade metabólica. 

 

Figura 1 – Curva de crescimento celular de MRSA e MSSA tratados e não tratados. 
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           Inicialmente, foi utilizada a técnica de eletroforese unidimensional – SDS PAGE, a fim 

de avaliar a integridade das proteínas e obter uma prévia do perfil proteico. A eletroforese 

bidimensional – 2DE foi utilizada para investigar a expressão diferencial de proteínas de 

MRSA e MSSA. A figura 2 mostra o gel 2D dos controles e tratados, mais de 50 spots foram 

detectados e visualizados em cada gel após utilização dos recursos de normalização da 

intensidade dos spots e correção manual, adição e remoção dos spots, sempre mantendo uma 

intervenção concisa mínima durante a análise, essa ação ocorreu devido a sensibilidade do 

programa que pode detectar como spots alguns artefatos. 

 

Figura 2 – Padrão de eletroforese bidimensional das proteínas de MSSA tratado e não 

tratado(A e B) e MRSA tratado e não tratado(C e D) 

         

A análise das imagens identificaram um total de 14 (11 down regulados e 3 up 

regulados) e 11( 9 down regulados e 2 up regulados) spots diferencialmente regulados para 

MRSA e MSSA. Desses 25 spots, 9 (37,5%) foram identificados com sucesso após serem 

submetidos a espectrometria de massas – MALDI-TOF (Tabela 1). 6 spots foram 

identificados em comum entre MRSA e MSSA. As proteínas encontradas foram relacionadas 

a diferentes categorias de acordo com o processo celular como sistema de transporte de 

membrana, resposta a estresse, estresse oxidativo, metabolismo de lipidios, sintese proteica e 

produção de energia. 

           Nossa análise proteômica revelou uma reorganização celular da produção de energia de 

S.aureus quando exposto a oleo de S. coronata. Uma mudança detectada aqui é a diminuição 

de uma enzima chave na produção de energia, aldeído desidrogenase. Outra enzima 

importante inibida foi a 3-oxo-acil-sintase, que participa de sintese de acidos graxos. A 

biossintese de ácidos graxos é essencial para a formação e estabilidade da membrana de 

fosfolipídeos (NEUMAN et al, 2015). Pode-se esperar que devido a natureza lipofilica do 

óleo de S. coronata (rico em acidos graxos) haja uma interferência na biossintese de ácidos 
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graxos, por causar perda da integridade da membrana celular. Esse dado é consistente com 

resultado prévio que mostram que o óleo de tea tree modificou a expressão da enzima 3-oxo-

acil-sintase, alterando a sensibilidade das colonias variantes de S. aureus a antibioticos 

(TORRES et al, 2017). 

          A exposição de S. aureus ao óleo de S. coronata alterou a produção de proteinas ligadas 

a estresse oxidativo e resposta a estresse. Esses proteinas são ferritina, superoxido dismutase, 

proteina de choque alcalino 23, catalase e proteina Dnak. A catalase e superoxido dismutase 

são uma defesa contra o desbalanço de radicais livres. A catalase é um dos principais fatores 

de virulencia e sua repressão pode tornar as células das bactérias mais suscetíveis a serem 

mortas por neutrófilos nas células hospedeiras (THOMER, SCHNEEWIND, MISSIAKAS, 

2016). Esses dados são condizentes com aqueles reportados por Khairon et al.(2016), que 

encontraram que os niveis subinibitórios de extrato aquoso de Quercus infectoria reduziu a 

expressão de vários proteinas ligadas a estresse como a catalase. As proteínas propostas 

relacionadas ao estresse, obviamente, reflete um mecanismo secundário consistente da ação 

do óleo de S. coronata a condições de estresse causada pela alteração da membrana e morte 

celular.Esses dados indicam que a ação bactericida sobre S. aureus pode ser atribuída a seus 

efeitos inibitórios em múltiplos alvos. 

 O teste de redução de NBT estimou os niveis de radicais livres através de formação 

cromogênica de ion reduzido e validou os dados de estresse provocados pelo óleo de S. 

coronata nas células de MRSA. As células tratadas mostraram um aumento da OD de 

0.48±0.12 para 0.98±0.032 (p<0.05), indicando altos niveis residuais de radicais livres. ROS 

podem funcionar como mensageiros secundários nas cascadas de sinalização envolvidas na 

proliferação e diferenciação celular (NEVIN E RAJAMOHAN, 2010). O ácido láurico, um 

dos principais componentes do óleo de S. coronata, é um ácido graxo com conhecida 

atividade antibacteriana, com mecanismo de ação relacionado a indução de danos na 

membrana e geração de ROS, que é resultado da lise celular (YANG et al.,2017). 

          Na atividade citotoxica, óleo de S. coronata causou a mortalidadede 1,88%, 3,68%, 

4,2% e 7,92% dos fibroblastos nas concentrações de 125, 250, 500 e 1000 µg/mL. Esses 

dados são consoantes com outro óleo rico em ácidos graxos, óleo de coco, que manteve a 

viabilidade celular acima de 50% até em altas doses(10mg/mL), além disso, em doses mais 

baixas aumentou a proliferação das células de fibroblastos (AHMADA et al,2017).  
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Tabela 1 - Lista de proteínas diferencialmente expressas identificadas por MALDI-TOF 

Spot 

 

Proteína 

 

Categoria 

 

Detecção 

 

Organismo 

 

Score 

 

Coverage 

% 

 

Expressão 

 

pI Mr(kDa) 

1 ABC transporter 

ATP -binding 

protein 

Sistema de 

transporte de 

membrana 

 

MRSA/MSSA 

 

S.aureus 

 

128 

 

33 

 

-3,26 

 

6.96 

 

29,38 

 

2 Ferritin 

 

Resposta a 

estresse 

 

MRSA/MSSA 

 

S.aureus 

 

125 

 

52 

 

-2,81 

 

5,04 

 

19,8 

 

3 Superoxide 

dismutase 

 

Estresse 

oxidativo 

 

MRSA 

 

S.aureus 

 

162 

 

39 

 

-2,55 

 

5,08 

 

22,7 

 

4 3-oxoacyl- 

synthase 

 

Metabolismo de 

lipidios 

 

MRSA/MSSA 

 

S.aureus 

 

101 

 

47 

 

-3,26 

 

5,1 

 

43,88 

 

5 Alkaline shock 

protein 23 

 

Resposta a 

estresse 

 

MRSA/MSSA 

 

S.aureus 

 

102 

 

33 

 

2,18 

 

5,23 

 

19,22 

 

6 Catalase 

 

Estresse 

oxidativo 

 

MRSA/MSSA 

 

S.aureus 

 

200 

 

43 

 

-3,78 

 

5,29 

 

58,02 

 

7 30S ribosomal 

protein S2 

 

Sintese proteica 

 

MRSA 

 

S.aureus 

 

81 

 

58 

 

3,88 

 

6,76 

 

25,6 

 

8 DnaK protein 

 

Resposta a 

estresse 

 

MRSA/MSSA 

 

S.aureus 

 

122 

 

37 

 

-2,96 

 

4,75 

 

63,37 

 

9 Aldehyde 

dehydrogenase 

 

Produção de 

energia  

 

MRSA/MSSA 

 

S.aureus 

 

178 

 

37 

 

-3,85 

 

4.8 

 

52,02 

 

         

 4. Conclusões 

 

           A caracterização do perfil proteômico de S.aureus respondendo ao tratamento com 

óleo de S. coronata conseguiu visualizar a adaptação metabólica da bacteria a exposição a 

este produto natural . Neste estudo,  vias metabólicas alternativas como a inibição da 

produção de energia, da biossintese de acidos graxos e acumulo de radicais livres podem 

ajudar a elucidar o curso de ação antimicrobiana do óleo, que se mostrou um produto natural 

com baixa toxicidade. Entretanto, mais avaliações clínicas da atividade anti-estafilococcos do 

óleo de S. coronata são ainda necessárias. 
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6 CONCLUSÕES 
 

 

 As tecnologias “ômicas”, em especial a proteômica, fornecem informações cruciais 

sobre os processos relacionados à fisiologia bacteriana, virulência, estresse e 

mecanismo de ação de compostos antimicrobianos. O uso dessas ferramentas fornece 

dados mais profundos e mais robustos, e tem maior potencial para revelar novos alvos 

terapêuticos do que os ensaios convencionais. 

 

 Óleo essencial de Syagrus coronata é um agente antibacteriano contra linhagens de S. 

aureus com diferentes fenótipos de resistência e que sua habilidade em perturbar a 

arquitetura do biofilme está provavelmente associada à diminuição da viabilidade 

celular dentro do biofilme. A atividade antibacteriana in vivo de SCEO contra S. aureus 

melhorou a sobrevivência de larvas de G. mellonella e este fato indica SCEO como um 

potencial candidato ao desenvolvimento de drogas para o tratamento de infecções por S. 

aureus. 

 

 A caracterização do perfil proteômico de S.aureus respondendo ao tratamento com óleo 

de S. coronata conseguiu visualizar a adaptação metabólica da bacteria a exposição a 

este produto natural. Neste estudo,  vias metabólicas alternativas como a inibição da 

produção de energia, da biossintese de acidos graxos e acumulo de radicais livres 

podem ajudar a elucidar o curso de ação antimicrobiana do óleo, que se mostrou um 

produto natural com baixa toxicidade. Entretanto, mais avaliações clínicas da atividade 

anti-estafilococcos do óleo de S. coronata são ainda necessárias. 

 

 

                      

                                               
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