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RESUMO 

 

 

Desde sua origem até hoje, os antimicrobianos tornaram-se aliados indispensáveis no 

controle de infecções. No entanto, seu uso desregrado é uma das principais causas do 

aumento da resistência bacteriana, corroborando com o surgimento de cepas 

multirresistentes. A resistência microbiana se dá por diferentes mecanismos, entre os 

quais está o efluxo de substâncias mediado por bomba. A bomba de efluxo NorA, presente 

em Staphylococcus aeureus, é responsável pela elminação de diferentes antibióticos e 

outras substâncias prejudiciais à célula bacteriana. Assm, o objetivo do presente trabalho 

foi avaliar a atividade antibacteriana e inibidora da bomba de efluxo NorA, pelo terpeno 

D-dihidrocarvona, sobre cepas de S. aureus, além de avaliar sua toxicidade em modelo 

de Drosophila melanogaster. Todo o ensaio se deu pelo método de microdiluição em 

caldo, analizando-se a inibição da bomba de efluxo NorA pela diminuição da 

Concentração Inibitória Mínima (CIM) do antibiótico Norfloxacina e do Brometo de 

Etídio (BrEt) quando em associação com o D-dihidrocarvona. O ensaio de toxicidade foi 

realizado por fumigação, submetendo-se D. melanogaster aos volumes de 5, 10 e 20 µL 

do D-dihidrocarvona para avaliar os danos ao aparelho locomotor e a mortalidade, quando 

expostas ao terpeno por 3, 6, 9, 12, 24, 36 e 48 horas. No ensaio de atividade direta, o D-

dihidrocarvona apresentou uma CIM ≥ 1024 µg/mL contra as cepas 1199 e 1199B, valor 

considerado clinicamente irrelevante. Também foi observado que o D-dihidrocarvona 

apresentou um efeito sinérgico ao reduzir a CIM da norfloxacina de 50,79 µg/mL para 

32 µg/mL e de 128 µg/mL para 50,79 µg/mL, contra as cepas SA-1199 e SA-1199B, 

respectivamente. Já no ensaio de inibição de bomba de efluxo pela redução da CIM do 

brometo, o D-dihidrocarvona reduziu a CIM do BrEt de 50,79 µg/mL para 32 µg/mL na 

cepa 1199, não diferindo do controle na cepa 1199B. No ensaio de toxicidade, alterou a 

locomoção e foi letal para D. melanogaster, em todos os volumes, a partir de três horas do 

ensaio. Tendo um efeito volume-dependente, evidenciado nos volumes de 10 e 20 µL. 

Conclui-se que o terpeno em estudo atuou como possível inibidor da bomba de efluxo 

NorA na cepa 1199, devido à redução da CIM. Além do mais, foi tóxico para D. 

melanogaster, em todos os volumes ensaidos. Novos estudos poderão elucidar os efeitos 

antibacterianos e toxicológicos do D-dihidrocarvona. 

 
Palavras-Chave: Resistência Bacteriana; Efluxo; Produtos Naturais. 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

ABSTRACT 

 

From its origin until today, antimicrobials have become indispensable allies in the 

control of infections. However, its unruly use is one of the main causes of the increase 

in bacterial resistance, corroborating the appearance of multidrug-resistant strains. 

Microbial resistance occurs through different mechanisms, among which is the pump 

mediated substance efflux. The NorA efflux pump, present in Staphylococcus aeureus, 

is responsible for the elimination of different antibiotics and other substances harmful 

to the bacterial cell. Therefore, the aim of the present study was to evaluate the 

antibacterial and inhibitory activity of the NorA efflux pump, by the terpene D-

dihydrocarvone, on strains of S. aureus, in addition to evaluating its toxicity in a model 

of Drosophila melanogaster. The entire assay was carried out using the broth 

microdilution method, analyzing the inhibition of the NorA efflux pump by decreasing 

the Minimum Inhibitory Concentration (MIC) of the antibiotic Norfloxacin and 

Ethidium Bromide (BrEt) when in association with D-dihydrocarvone. The toxicity test 

was performed by fumigation, submitting D. melanogaster to volumes of 5, 10 and 20 

µL of D-dihydrocarvone to assess damage to the locomotor system and mortality when 

exposed to the terpene for 3, 6, 9, 12, 24, 36 and 48 hours. In the direct activity assay, 

D-dihydrocarvone showed an MIC ≥ 1024 µg/mL against strains 1199 and 1199B, a 

value considered clinically irrelevant. It was also observed that D-dihydrocarvone had a 

synergistic effect by reducing the MIC of norfloxacin from 50.79 µg/mL to 32 µg/mL 

and from 128 µg/mL to 50.79 µg/mL, against strains SA-1199 and SA-1199B, 

respectively. In the efflux pump inhibition assay by reducing the bromide MIC, D-

dihydrocarvone reduced the BrEt MIC from 50.79 µg/mL to 32 µg/mL in the 1199 

strain, not differing from the control in the 1199B strain. In the toxicity test, it changed 

locomotion and was lethal to D. melanogaster, in all volumes, after three hours of the 

test. Having a volume-dependent effect, evidenced in the volumes of 10 and 20 µL. It is 

concluded that the studied terpene acted as a possible inhibitor of the NorA efflux pump 

in strain 1199, due to the reduction in MIC. Furthermore, it was toxic to D. 

melanogaster, in all volumes tested. New studies may elucidate the antibacterial and 

toxicological effects of D-dihydrocarvone. 

 

Key words: Bacterial Resistance; Efflux; Natural Products.
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1. INTRODUÇÃO 

 

 
 

A descoberta dos antibióticos e sua introdução no uso clínico representa um dos 

grandes feitos da medicina do século 20 (KATZ e BALTZ, 2016). Seu uso proporcionou o 

tratamento de muitas doenças infecciosas e do câncer, além de facilitar o transplante de 

órgãos (HUTCHINGS et al., 2019). Porém, o uso inadequado e a prescrição 

indiscriminada dos mesmos contribuíram para o desenvolvimento de cepas bacterianas 

resistentes a antimicrobianos (OLIVEIRA et al., 2020; SHAHRAZ et al., 2012). 

Entre as bactérias multirresistentes, os isolados de Staphylococcus aureus 

resistentes à meticilina (MRSA) foram reconhecidos como uma das principais causas de 

infecções hospitalares, possuindo capacidade de adquirir resistência a muitas classes de 

agentes antibacterianos, como os β-lactâmicos, quinolonas e macrolídeos 

(HASSANZADEH et al., 2020; WALANA et al., 2020). Os mecanismos pelos quais 

essa resistência é mediada são diversos, tendo destaque para a absorção limitada do 

fármaco, modificação do alvo, inativação enzimática e bombas de efluxo (YILMAZ e 

ASLANTAS, 2017). Estas últimas são proteínas transportadoras que expulsam 

compostos tóxicos, incluindo drogas antimicrobianas, da célula (BROWN et al., 2015). 

A Bomba de Efluxo NorA é uma das principais bombas identificadas em S. aureus, a 

qual confere resistência principalmente a fluoroquinolonas hidrofílicas, como 

norfloxacina e ciprofloxacina (COSTA et al., 2013; RAJABI et al., 2020). 

Foi nessa perspectiva que em 2017 a Organização Mundial de Saúde (OMS) 

publicou uma lista de patógenos resistentes a antibióticos para os quais se faz necessário 

o desenvolvimento de novos agentes antimicrobianos. Dentre elas S. aureus obteve 

destaque recebendo status de prioridade “alta” (WHO, 2017). No entanto, a descoberta 

de novas terapêuticas antimicrobianas pode ser confrontada com o aparecimento de 

novos mecanismos de resistência a esses agentes em um futuro próximo (TAMFU et al., 

2020). 

Diante disso, o desenvolvimento de inibidores da bomba de efluxo que atuem 

como adjuvantes para reduzir a resistência aos antibióticos tem atraído atenção de 

pesquisadores, sendo que já se tem estudos promissores nesse sentido (SILVA et al., 

2020). Os compostos de origem natural, sobretudo, aqueles derivados de plantas 

fornecem oportunidades de pesquisa devido às diversas propriedades farmacológicas e 

toxicológicas descritas na literatura, as quais estão associadas aos diferentes metabólitos 

secundários que os constituem (ZIANI et al., 2020; PADMAHARISH e LAKSHMI, 

2017). 
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O monoterpeno D-dihidrocarvona (DHC) é um dos principais constituintes dos 

óleos essenciais de Citrus aurantifolia e Citrus sinensis (PATIL et al., 2009; SELLI et 

al., 2004), que além de inibir micróbios da cavidade oral, é também empregado como 

ingrediente na formulação de cuidados bucais (PARIKH e KUMAR, 2004). No entanto 

sua atividade antibacteriana sobre S. aureus, bem como sua atividade inibidora de 

bomba de efluxo ainda não foram avaliadas. 

Os inibidores de bomba devem ser destituídos de toxicidade para humanos 

(BHARDWAJ e MOHANTY, 2012). Logo, é necessário investigar sua toxicidade. Para 

tanto, Drosophila melanogaster é recomendada como modelo alternativo pelo European 

Center for the Validation of Alternative Methods (ECVAM) (SHARMA et al., 2012), por 

ser um invertebrado muito utilizado em estudos para doenças humanas (HAMMER et al., 

2018; JEIBMANN e PAULUS, 2009). 

Sendo assim, o objetivo do presente trabalho foi avaliar a atividade antibacteriana 

e inibidora da bomba de efluxo NorA, pelo terpeno D-dihidrocarvona, sobre cepas de S. 

aureus, além de avaliar sua toxicidade em modelo de D. melanogaster. 
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2. REVISÃO DE LITERATURA 

 
 

2.1 Resistência bacteriana 

 

 
 

O desenvolvimento da resistência bacteriana a fármacos está associado a uma 

diversidade de fatores, a saber: fácil acessibilidade de antibióticos, desregulamentação e 

falta de fiscalização em estabelecimentos que fornecem esses medicamentos, assim como 

diagnósticos imprecisos, contribuem para o uso excessivo e indevido dessas drogas, 

desencadeando o esgotamento de antimicrobianos eficazes para o tratamento de infecções 

bacterianas (MORRIS e CERCEO, 2020). 

Os antibióticos existentes no mercado atuam, basicamente, de cinco formas sobre 

as células bacterianas: na biogênese da parede celular, na estrutura da membrana, na 

biossíntese de proteínas, na replicação e reparo do DNA e no metabolismo do ácido fólico 

(GONZÁLEZ- BELLO, 2017). 

A resistência bacteriana é classificada como ativa quando há uma pressão 

evolutiva específica com o propósito de induzir um processo de adaptação de um 

mecanismo de resistência a um determinado antibiótico ou a uma classe de antibióticos, 

enquanto que a resistência denominada como passiva está associada a processos 

adaptativos mais generalizados, promovendo um tipo de resistência inespecífico, ou seja, 

o mecanismo de resistência não está necessariamente ligado a uma determinada classe de 

antibióticos (WRIGHT, 2003). A resistência pode ser desenvolvida através de processos 

de mutação espontânea no DNA cromossômico ou pode surgir por meio de processos 

extra-cromossômicos, como por exemplo, a troca de plasmídeos ou transposons entre 

bactérias (MONSERRAT-MARTINEZ; GAMBIN; SIERECKI, 2018). 

As bactérias podem apresentar diversos mecanismos de resistência aos 

antibióticos, dentre eles destacam-se, degradação ou modificação da estrutura do 

antibiótico, mudanças ou proteção do alvo bacteriano ao fármaco, além de alteração da 

permeabilidade da parede celular bacteriana e efluxo ativo do antibiótico para o exterior 

da célula, sendo esses dois últimos responsáveis pela limitação da concentração 

intracelular do antibiótico (COSTA et al., 2013). 

As enzimas que agem modificando a estrutura dos antibióticos pertencem ao 

grupo das transferases, as quais promovem a inativação dos antibióticos ou de alvos 

antibióticos com a inserção de grupos químicos, bloqueando a ligação dessas drogas a 

seus respectivos alvos (LIU et al., 2019). 

Dentre esses mecanismos, a resistência enzimática que está associada à 
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ineficiência dos antibióticos e o mecanismo de efluxo ativo que expulsa as drogas 

antimicrobianas para o exterior da célula de patógenos Gram-positivos e Gram-negativos, 

foram considerados importantes linhas de estudo para a busca de novas alternativas para 

o tratamento de infecções bacterianas (PARRINO et al., 2020). 

 
2.2 Mecanismo de resistência por bomba de efluxo 

 

 
 

Muitos mecanismos de resistência foram desenvolvidos pelos micro-organismos 

desde que os agentes antimicrobianos foram introduzidos nas práticas terapêuticas 

(DAVIES e DAVIES, 2010). Essa resistência se manifesta através de vários mecanismos, 

no entanto, a resistência mediada pelas bombas de efluxo tem despertado bastante 

interesse (OLIVEIRA et al., 2020). 

As bombas de efluxo são proteínas da membrana citoplasmática encontradas em 

quase todos os tipos de células, incluindo as bacterinas e eucarióticas (BAMBEKE et al., 

2000; AUDA et al., 2020). Em relação às bombas de efluxo de células bacterianas, estudos 

genéticos moleculares já elucidaram seu papel fisiológico, sendo demonstrado que as 

mesmas são mecanismos evolutivos bastante antigos que apoiam o enfrentamento de 

desafios de sobrevivência em ambientes com exposição a compostos nocivos (ALCADE-

RICO et al., 2016). Dessa forma, esses sistemas de efluxo desempenham importante 

função como elementos de desintoxicação ao possibilitarem à extrusão de substratos 

nocivos as células, como corantes, produtos químicos e antibióticos, representando, 

portanto, elementos-chave no desenvolvimento da resistência antimicrobiana (POOLE, 

2008). 

Quanto as suas especificidades, os sistemas de efluxo bacterianos podem atuar 

extrudando apenas um tipo de antibiótico ou até mesmo antibióticos pertencentes a uma 

mesma classe, ou ainda serem capazes de extrudir diferentes classes de compostos 

antimicrobianos, sendo essas últimas designados como bombas de efluxo de Resistência 

a Múltiplas Drogas (MDR) (KUMAR e SCHWEIZE, 2005). 

Como mostra a Figura 1, essas bombas de efluxo podem ser classificadas em seis 

famílias, as quais se distinguem pelas subunidades em suas estruturas, além de suas 

necessidades de energia, a saber: Superfamília Principal Facilitadora (Major Facilitator 

Superfamily [MFS]); Superfamília Ligada à ATP Cassete (ATP-binding cassette 

superfamily [ABC]); Pequena Família de Resistência a Múltiplos Medicamentos (Small 

multidrug resistance family [SMR]); Superfamília de Divisão Celular de Nodulação de 

Resistência, (Resistance-nodulation-cell division superfamily [RND]); Superfamília de 

Extrusão de Multidrogas e de Compostos Tóxicos (Multidrug and toxic compound 
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extrusion family [MATE]) e Superfamília de Efluxo de Compostos Antimicrobianos 

Proteobacterianos (Proteobacterial Antimicrobial Compound Efflux [PACE]) (KABRA 

et al., 2019; PIDDOCK et al., 2006). 

 
 

Figura 1: Principais famílias de bombas de efluxo 
 

 

 

 

Fonte: Adaptado de KABRA et al., 2019 

 

 
 

Mais de quinze tipos de bombas de efluxo já foram identificados em 

Staphylococcus aureus, sendo elas expressas por plasmídeos ou cromossomo. A maioria 

dessas bombas pertencem à família MFS, tendo destaque para NorA, NorB, NorC, as 

quais contribuem para a remoção de antibióticos através da força próton-motriz 

(SCHINDLER et al., 2015) 

 
2.2.1 Bomba de efluxo NorA 

 

 
 

Os sistemas de efluxo ativo pertencentes à MFS são um dos principais mecanismos 

de resistência presentes em S. aureus, sendo a bomba NorA uma das mais importantes 

dessa família (COSTA et al., 2013). Essa foi à primeira bomba MDR de S. aureus 

codificada por cromossomos a ser identificada e possui cerca de 42 kDa e 12 segmentos 

transmembranares. O gene cromossômico norA que a codifica contém 388 aminoácidos 

(YOSHIDA et al., 1990; SCHINDLER e KAATZ, 2016). 

Estudos vêm mostrando que NorA possui ampla especificidade de substratos, 

podendo transportar uma série de compostos quimicamente e estruturalmente diferentes, 

sendo eles, especialmente fluoroquinolonas hidrofílicas, como norfloxacina e 

ciprofloxacina, corantes, como brometo de etídio e biocidas (ANDRADE et al., 2020; 

RAJABI et al., 2020; HASSANZADEH et al., 2020). Até o momento sua estrutura 

Meio extracelular 

Citoplasma 

Periplasma 

Antimicrobianos 
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cristalina ainda não foi resolvida, assm como seu sítio de ligação aos substratos (LAMUT 

et al., 2019). No entanto, há evidências de que o local de ligação aos substratos em NorA 

seja grande e hidrofóbico, o que poderia explicar a ampla especificidade de substratos que 

a mesma é capaz de transportar (BHASKAR et al., 2016). 

NorA é regulada por MgrA, um membro do grupo MarR de reguladores de 

transcrição MgrA. Este se comporta como um regulador negativo, pois sua expressão está 

associada a uma redução na síntese do transcrito de NorA (ANDERSEN et al., 2015). 

Esse regulador também afeta outras bombas, como NorB, NorC, diminuindo a sua 

expressão, resultando em menor resistência à quinolonas hidrofílicas como norfloxacina 

e ciprofloxacina, além de substratos hidrofóbicos (WALSH, 2000). 

Essa bomba de efluxo tem sido alvo de diversas pesquisas que investigam o 

potencial de produtos de origem natural para o desenvolvimento de Inibidores de Bomba 

de Efluxo (EBIs) (THAI et al., 2015). 

 
2.3 Staphylococcus aureus 

 

 
 

O gênero Staphylococcus compreende mais de 51 espécies, a maioria delas 

vivendo como bactérias comensais inofensivas na pele e mucosa de diversos mamíferos 

(LEROY et al., 2020). Uma representante desse gênero é a bactéria Staphylococcus 

aureus, um anaeróbio facultativo, Gram-positivo e coagulase-positiva, com dimensões 

que variam de 0,5 a 1,5 µm de diâmetro, sendo imóveis, não esporulados e geralmente 

não-encapsulados (KONEMAN et al., 2001; HENNEKINNE et al., 2012). 

A bactéria S. aureus é um patógeno com a capacidade de produzir uma série de 

fatores de virulência como toxinas esfoliativas, enterotoxinas estafilocócicas e a toxina I da 

Síndrome do Choque Tóxico (TSAI et al., 2020). Essa bactéria está associada à pequenas 

infecções cutâneas, como celulite e impetigo, até infecções graves com riscos de morte, 

como bacteremia, endocardite infecciosa, infecção pulmonar, gastroenterite, meningite, 

entre outras (MAHMOUDI et al., 2019). Além disso, é um dos principais responsáveis 

por doenças transmitidas por alimentos em humanos, através da produção de 

enterotoxinas (LEE et al., 2018) e de infecções associadas à resistência a antibióticos, 

desenvolvida por essa bactéria através de mecanismos extrínsecos ou adquiridos, como 

modificação enzimática de drogas, alvos mutantes de drogas, expressão melhorada da 

bomba de efluxo e alteração da permeabilidade da membrana, além de formação de 

biofilme e a produção de fatores de virulência (TANG et al., 2020). 
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2.4 Produtos naturais como modificadores da resistência bacteriana 

  

 
 

O tratamento de infecções desencadeadas por micro-organismos antes da 

descoberta de antibióticos era realizado com a utilização de fitoterápicos, tendo em vista 

a produção de metabólitos secundários pelas plantas para autodefesa e em contrapartida 

essas substâncias podem apresentar bioatividades, dentre elas, as antibacterianas e 

antifúngicas (RAO et al., 2018). Após a descoberta de drogas antimicrobianas, surgiu a 

problemática da resistência bacteriana aos fármacos existentes no mercado para o 

tratamento de infecções e devido a isso, é necessário o desenvolvimento de novas 

alternativas para solucionar esse problema, sendo os produtos naturais um importante alvo 

para a descoberta de novos agentes terapêuticos (VERAS et al., 2017). 

Estudos apontam produtos naturais eficazes na diminuição da resistência 

bacteriana. O ácido gálico, por exemplo, inibiu a bombas de efluxo NorA e o ácido cafeico 

inibiu as bombas MrsA e TetK de S. aureus (DOS SANTOS et al., 2018). Tintino e 

colaboradores (2016) demostraram a ação inibição da bomba de efluxo NorA pelo ácido 

tânico. 

 

2.4.1 Terpenos 

 

 
Dentre os metabólitos secundários produzidos pelas plantas, os terpenos ou 

terpenóides destacam-se por apresentar mais de 40.000 moléculas diferentes que se 

originam a partir da união de isopreno (C5H8) e possuem como característica a 

insolubilidade em água (GARCÌA e CARRIL, 2009). São extraídos a partir de óleos 

essenciais obtidos de diversas partes de plantas aromáticas, como as flores, brotos, 

sementes, folhas, galhos, cascas, madeira, frutos e raízes (GALLUCCI et al., 2009). 

Os terpenos são sintetizados através da adição direta de difosfato de isopentenil 

(IPP) ao seu isômero difosfato de dimetilalil (DMAPP), produzindo ao final o geranil 

difosfato (GPP, C10) (DUBEY; BHALLA; LUTHRA, 2003). O IPP e DMAPP são 

derivados da acetil-CoA (CHO et al., 2017). 

Embora pouco se saiba sobre os mecanismos de ação dos terpenos sobre as 

bactérias, estudos sugerem que sua natureza hidrofóbica desestabilizam a membrana 

externa, causando sua ruptura e impedindo seu funcionamento normal (COWAN, 1999; 

LAMBERT et al, 2001; GILL e HOLLEY, 2006). Foi demonstrado por Gallegos-Flores 

e colaboradores (2019) a atividade antibacteriana dos compostos Carvacrol, Timol, 
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Linalol, Limoneno e Terpineno frente às cepas de Escherichia coli, Salmonella spp. e S. 

aureus. Alguns terpenos apresentam potencial como inibidores de bomba de efluxo, como 

por exemplo, o Terpinoleno que inibiu a bomba QacC na cepa SA K4100 (SCHERF et 

al., 2020). Esta é uma das características que torna os terpenos alvo de estudos, pois os 

inibidores podem reestabelecer a sensibilidade dos antibióticos e a associação do inibidor- 

antibiótico diminui o surgimento de novas variantes de resistência aos antibióticos 

(GIBBONS, 2008). 

 
2.4.1.1 D-dihidrocarvona 

 

 
 

O terpeno D-dihidrocarvona [ (+) - Dihidrocarvona], também conhecido como (2 

R, 5 R) -2-metil-5-prop-1-en-2-ilciclohexan-1-ona (Figura 2), é uma Dihidrocarvona na 

configuração (R, R) e, portanto, um enantiômero da (-) - Dihidrocarvona (PUBCHEM, 

2020). Pouco se sabe sobre atividades ou bioatividades desse terpeno. No entanto, há relato 

na literatura que esse composto foi capaz de induzir apoptose em células de 

adenocarcinoma do cólon humano e inibir mico-organismos da cavidade oral (PATIL et 

al., 2009). Infere-se por analogia e com base em estruturas outrora estudadas, que o D-

dihidrocarvona seja formado a partir do monoterpeno Carvona (Figura 3). 

 

Figura 2: Estrutura química do terpeno D-dihidrocarvona 
 

Fonte: Disponível em https://www.ebi.ac.uk/chebi/searchId.do?chebiId=CHEBI:154 

 

 

Como mostra a Figura 3, a Carvona é reduzida a Dihidrocarvona pelo zinco e pelo 

ácido acético (NEVES, 2012; OLIVEIRA, 1993). Suas três ligações duplas falicitam essa 

redução, não só à Dihidrocarvona, mas também a outros compostos, a depender das 

condições e reagentes presentes (NEVES, 2012). 

 
 

 

https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/compound/%28-%29-dihydrocarvone
http://www.ebi.ac.uk/chebi/searchId.do?chebiId=CHEBI%3A154


 

19 

 

 

 

 

 

Figura 3: Representação da redução da Carvona à Dihidrocarvona pelo Zinco e pelo Ácido acético 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: Adaptado de NEVES, 2012. 
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3. MATERIAIS E MÉTODOS 
 

 

3.1 Substâncias 

 

 

A fim de se obter uma concentração de 1024 µg/mL, o D-dihidrocarvona e o 

antibiótico Norfloxacina, foram diluídos em 1 mL de Dimetilsulfóxido (DMSO), e logo 

após em água estéril. O Brometo de Etídio (BrEt) e a Clorpromazina (CPZ) foram diluídos 

em água destilada, enquanto o Cianeto de Carbonila M-Clorofenil-Hidrazona (CCCP) foi 

dissolvido em metanol/água (1:3, v/v). A Clorpromazina foi adquirida de farmácia 

convencional e as demais substâncias, da SIGMA Chemical Co. St. Louis, E.U.A. 

 
3.2 Ensaio de atividade direta pela determinação da Concentração Inibitória 

Mínima (CIM) 

 

A determinação da CIM do D-dihidrocarvona foi realizada pelo método de 

microdiluição em caldo, segundo Javadpour et al. (1996). As cepas SA-1199 (selvagem) 

e SA-1199B (NorA) foram semeadas por 24 horas à 37 ºC e posteriormente diluídas em 

solução salina estéril (0,9%). Em seguida os inóculos foram comparados à escala 

Mcfarland. Na preparação dos microtubos, foram usados 1440 µL do meio de cultura 

líquido BHI, e 160 µL do inóculo bacteriano, formando o volume final de 1600 mL. 

Posteriormente as placas de microdiluição foram preenchidas com 100 µL da solução do 

conteúdo total dos microtubos em cada poço das 8 primeiras fileiras. Sendo a fileira 7, 

controle de crescimento bacteriano e a fileira 8 reservada para o controle de esterilidade, 

contendo apenas meio de cultura. Tanto no controle de crescimento como no controle de 

esterilidade não houve adição da substância em estudo. Em seguida, foi feita a 

microdiluição com o produto (100 µL) nas 6 primeiras fileiras em concentrações que 

variaram de 512 µg/mL até 2,0 µg/mL. Por fim, as placas foram incubadas na estufa 

bacteriológica na temperatura de 37 ºC, por 24 horas. A leitura das placas foi realizada 

após 24 horas da realização do teste, adicionando-se 20 µL de resazurina em cada poço 

para detectar o crescimento das bactérias, indicado pela modificação na cor do meio de 

azul para vermelho (CLSI, 2012). 
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3.3 Avaliação da inibição da bomba de efluxo por modificação da CIM do  

antibiótico e do brometo de etídio 

 

Para observar se o D-dihidrocarvona atua como potencial inibidor da bomba de 

efluxo NorA, um estudo comparativo entre os efeitos dos inibidores padrão da bomba de 

efluxo foi utilizado, avaliando a capacidade de ambos na diminuição da CIM do brometo 

de etídio e do antibiótico norfloxacino. Os Inibidores de Bomba de Efluxo (IBEs) padrões, 

CCCP e o CPZ, foram utilizados para comprovar a expressão da bomba NorA pelas cepas 

testadas. 

A inibição da bomba de efluxo foi testada usando uma concentração sub-inibitória 

(CIM/8) dos IBEs e do D-dihidrocarvona. Nos testes, 160 µL de cada inóculo bacteriano 

suspenso em solução salina, correspondente a 0,5 da escala de McFarland, foram 

adicionados juntamente com IBEs e o D-dihidrocarvona (CIM/8), e completados com 

BHI. Estes foram então transferidos para placas de microdiluição de 96 poços, aos quais 

foram adicionados 100 µL do antibiótico ou do BrEt em diluições seriadas (1:1) que 

variaram de 512 a 0,25 µg/mL. As placas foram incubadas a 37 ºC por 24 horas e o 

crescimento bacteriano foi avaliado pelo uso da resazurina (7-hydroxy-10- 

oxidophenoxazin-10-ium-3-one). Também foram preparados dois controles de 

modulação, utilizando apenas o antibiótico norfloxacina e o BrEt. 

 
3.4 Ensaio de toxicidade em modelo de Drosophila melanogaster 

 
 

3.4.1 Criação e estoque 

 
 

As moscas da estirpe de Harwich foram obtidas do National Species Stock Center, 

Bowling Green, OH e criadas de acordo com a metodologia de Cunha et al. (2015), sendo 

acondicionadas em recipientes de vidro de 340 mL e cultivadas em um meio a base de 83 

% de massa de milho, 4 % de açúcar, 4 % de leite liofilizado, 4 % de farelo de soja, 4 % 

de farelo de trigo e 1 % de sal. Após o preparo da mistura foi adicionado 1 g de Nipagin 

(Metilparabeno) e 1 mL de solução contendo Saccharomyces cerevisiae, após 

resfriamento. As moscas foram mantidas na estufa BOD a 25 °C e a 60 % de umidade 

relativa do ar. 
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3.4.2 Preparação dos ensaios 

 
 

De acordo com Cunha et al., (2015), foram colocadas 20 moscas adultas de ambos 

os sexos, em cada recipiente. No fundo de cada recipiente havia papel toalha embebido 

em 1 mL de sacarose a 20 % em água destilada. Os recipientes usados como controle 

receberam apenas a sacarose, os demais, além de sacarose no fundo dos recipientes, 

receberam em um papel filtro colado nas tampas, diferentes volumes do terpeno D- 

dihidrocarvona, a saber, 5, 10 e 20 µL. Tendo sua ação pelo método de fumigação. 

 
3.4.3 Ensaios de geotaxia negativa e de mortalidade 

 
 

O ensaio de geotaxia negativa proposto por Coulom e Birman (2004) foi utilizado 

na detecção dos danos ao aparelho locomotor de D. melanogaster, após serem submetidas 

às concentrações do terpeno D-dihidrocarvona. Com leves batidas nos frascos, as moscas 

foram conduzidas para o fundo dos mesmos e após 1 minuto foi quantificado o total de 

moscas que atingiu 5 cm de altura. Repetindo-se esse mesmo procedimento após 1 minuto. 

Na avaliação da mortalidade foi observada a quantidade de moscas mortas após exposição 

ao terpeno. Para ambos ensaios foram usados os mesmos volumes do terpeno D-

dihidrocarvona e observados os mesmos tempos, de 3, 6, 9, 12, 24, 36 e 48 horas. 

 
3.5 Análise Estatística 

 
 

Os ensaios antibacterianos foram realizados em sextuplicatas e os resultados 

foram expressos como a média das repetições. Os resultados dos testes foram expressos 

como a média geométrica. A análise de hipótese estatística será aplicada usando Two- 

Way ANOVA, seguido do teste post hoc de Bonferroni, usando o software GraphPad 

Prism. Para a análise dos dados de toxicidade foi feito um teste ANOVA de duas vias, e 

em seguida foi realizado um teste de múltipla comparação de Tukey. 
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ABSTRACT 

 
 

Since its inception, antimicrobials have become allies in infection control. However, its 

unrestrained use is one of the main causes of the increase in bacterial resistance. This 

occurs through different mechanisms, among which is the pump mediated flow of 

substances. The objective was to evaluate the terpene D-dihydrocarvone for its 

antibacterial effect combined with norfloxacin, its ability to inhibit the NorA efflux 

pump of Staphylococcus aureus and its toxicity in a model of D. melanogaster. The 

MIC determination was made using the broth microdilution method. The pump 

inhibition test was performed by decreasing the MIC of the antibiotic and ethidium 

bromide when associated with D-dihydrocarvone. Toxicity was tested by fumigation, 

submitting D. melanogaster to volumes of 5, 10 and 20 µL of D-dihydrocarvone to 

assess damage to the locomotor system and mortality when exposed to the terpene for 

3, 6, 9, 12, 24, 36 and 48 hours. D-dihydrocarvone presented MIC ≥1024 µg/mL against 

strains 1199 and 1199B. It reduced the MIC of norfloxacin from 50.79 µg/mL to 32 

µg/mL and from 128 µg/mL to 50.79 µg/mL, against strains SA-1199 and SA- 1199B, 

respectively. It also reduced the BrEt MIC from 50.79 µg/mL to 32 µg/mL in the 1199 

strain, not differing from the control in the 1199B strain. It was found to be toxic to D. 

melanogaster, in all volumes, after three hours of the test. Being evidenced in the 

volumes of 10 and 20 µL. It is concluded that D-dihydrocarvone had antibacterial 

activity because it has a synergistic effect to norfloxacin in the strains tested and by 

inhibiting the NorA efflux pump in strain 1199. Furthermore, it was toxic to D. 

melanogaster, in all tested volumes. New studies may elucidate the antibacterial and 

toxicological effects of D-dihydrocarvone. 

 

Key words: Bacterial Resistance; Efflux; Natural Products. 
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1. INTRODUÇÃO 

 
 

A descoberta dos antibióticos e sua introdução no uso clínico representa um dos 

grandes feitos da medicina do século 20 (KATZ e BALTZ, 2016). Seu uso proporcionou o 

tratamento de muitas doenças infecciosas e do câncer, além de facilitar o transplante de 

órgãos (HUTCHINGS et al., 2019). Porém, o uso inadequado e a prescrição 

indiscriminada dos mesmos contribuíram para o desenvolvimento de cepas bacterianas 

resistentes a antimicrobianos (OLIVEIRA et al., 2020; SHAHRAZ et al., 2012). 

Entre as bactérias multirresistentes, os isolados de Staphylococcus aureus 

resistentes à meticilina (MRSA) foram reconhecidos como uma das principais causas de 

infecções hospitalares, possuindo capacidade de adquirir resistência a muitas classes de 

agentes antibacterianos, como os β-lactâmicos, quinolonas e macrolídeos 

(HASSANZADEH et al., 2020; WALANA et al., 2020). Os mecanismos pelos quais 

essa resistência é mediada são diversos, tendo destaque para a absorção limitada do 

fármaco, modificação do alvo, inativação enzimática e bombas de efluxo (YILMAZ e 

ASLANTAS, 2017). Estas últimas são proteínas transportadoras que expulsam 

compostos tóxicos, incluindo drogas antimicrobianas, da célula (BROWN et al., 2015). 

A Bomba de Efluxo NorA é uma das principais bombas identificadas em S. 

aureus, a qual confere resistência principalmente a fluoroquinolonas hidrofílicas, como 

norfloxacina e ciprofloxacina (COSTA et al., 2013; RAJABI et al., 2020). 

Foi nessa perspectiva que em 2017 a Organização Mundial de Saúde (OMS) 

publicou uma extensa lista de patógenos resistentes a antibióticos para os quais se faz 

necessário o desenvolvimento de novos agentes antimicrobianos. Dentre elas 

Staphylococcus aureus obteve destaque recebendo status de prioridade “alta” (WHO, 

2017). No entanto, a descoberta de novas terapêuticas antimicrobianas pode ser 

confrontada com o aparecimento de novos mecanismos de resistência a esses agentes 

em um futuro próximo (TAMFU et al., 2020). 

Diante disso, o desenvolvimento de inibidores da bomba de efluxo que atuem 

como adjuvantes para reduzir a resistência aos antibióticos tem atraído atenção de 

pesquisadores, sendo que já se tem estudos promissores nesse sentido (SILVA et al., 

2020). Os compostos de origem natural, sobretudo, aqueles derivados de plantas 

fornecem oportunidades de pesquisa devido às diversas propriedades farmacológicas e 

toxicológicas descritas na literatura, as quais estão associadas aos diferentes metabólitos 
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secundários que os constituem (ZIANI et al., 2020; PADMAHARISH e LAKSHMI, 

2017). 

O monoterpeno D-dihidrocarvona (DHC) é um dos principais constituintes dos 

óleos essenciais de Citrus aurantifolia e Citrus sinensis (PATIL et al., 2009; SELLI et 

al., 2004), que além de inibir micróbios da cavidade oral, é também empregado como 

ingrediente na formulação de cuidados bucais (PARIKH e KUMAR, 2004). No entanto 

sua atividade antibacteriana sobre S. aureus, bem como sua atividade inibidora de bomba 

de efluxo ainda não foram avaliadas. 

Os inibidores de bomba devem ser destituídos de toxicidade para humanos 

(BHARDWAJ & MOHANTY, 2012). Logo, é necessário investigar sua toxicidade. Para 

tanto, D. melanogaster é recomendada como modelo alternativo pelo European Center 

for the Validation of Alternative Methods (ECVAM) (SHARMA et al., 2012), por ser um 

invertebrado muito utilizado em estudos para doenças humanas (HAMMER et al., 2018; 

JEIBMANN e PAULUS, 2009). 

Sendo assim, o objetivo do presente trabalho foi avaliar o terpeno D- 

dihidrocarvona quanto ao seu efeito antibacteriano combinado à norfloxacina, à sua 

capacidade de inibir a bomba de efluxo NorA de Staphylococcus aureus e quanto à sua 

toxicidade em modelo de Drosophila melanogaster. 



 
 

28 

 

 
 

2. MATERIAIS E MÉTODOS 

 
 

2.1 Substâncias 

 

 

A fim de se obter uma concentração de 1024 µg/mL, o D-dihidrocarvona e o 

antibiótico Norfloxacina, foram diluídos em 1 mL de Dimetilsulfóxido (DMSO), e logo 

após em água estéril. O brometo de etídio (BrEt) e a Clorpromazina foram diluídos em 

água destilada, enquanto o Cianeto de Carbonila M-Clorofenil-Hidrazona (CCCP) foi 

dissolvido em metanol/água (1:3, v/v). A Clorpromazina foi adquirida de farmácia 

convencional e as demais substâncias, da SIGMA Chemical Co. St. Louis, E.U.A. 

 
2.2 Ensaio de atividade direta pela determinação da Concentração Inibitória  

Mínima (CIM) 

 

A determinação da CIM do D-dihidrocarvona foi realizada pelo método de 

microdiluição em caldo, segundo Javadpour et al. (1996). As cepas SA-1199 (selvagem) 

e SA-1199B (NorA) foram semeadas por 24 horas à 37 ºC e posteriormente diluídas em 

solução salina estéril (0,9%). Em seguida os inóculos foram comparados à escala 

Mcfarland. Na preparação dos microtubos, foram usados 1440 µL do meio de cultura 

líquido BHI, e 160 µL do inóculo bacteriano, formando o volume final de 1600 mL. 

Posteriormente as placas de microdiluição foram preenchidas com 100 µL da solução do 

conteúdo total dos microtubos em cada poço das 8 primeiras fileiras. Sendo a fileira 7, 

controle de crescimento bacteriano e a fileira 8 reservada para o controle de esterilidade, 

contendo apenas meio de cultura. Tanto no controle de crescimento como no controle de 

esterilidade não houve adição da substância em estudo. Em seguida, foi feita a 

microdiluição com o produto (100 µL) nas 6 primeiras fileiras em concentrações que 

variaram de 512 µg/mL até 2,0 µg/mL. Por fim, as placas foram incubadas na estufa 

bacteriológica na temperatura de 37 ºC, por 24 horas. A leitura das placas foi realizada 

após 24 horas da realização do teste, adicionando-se 20 µL de resazurina em cada poço 

para detectar o crescimento das bactérias, indicado pela modificação na cor do meio de 

azul para vermelho (CLSI, 2012). 
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2.3 Avaliação da inibição da bomba de efluxo por modificação da CIM do 

antibiótico e do brometo de etídio 

 
Para observar se o D-dihidrocarvona atua como potencial inibidor da bomba de 

efluxo NorA, um estudo comparativo entre os efeitos dos inibidores padrão da bomba de 

efluxo foi utilizado, avaliando a capacidade de ambos na diminuição da CIM do brometo 

de etídio e do antibiótico norfloxacina. Os Inibidores de Bomba de Efluxo (IBEs) padrões, 

CCCP e o CPZ, foram utilizados para comprovar a expressão da bomba NorA pelas cepas 

testadas. 

A inibição da bomba de efluxo foi testada usando uma concentração sub-inibitória 

(CIM/8) dos IBEs e do D-dihidrocarvona. Nos testes, 160 µL de cada inóculo bacteriano 

suspenso em solução salina, correspondente a 0,5 da escala de McFarland, foram 

adicionados juntamente com IBEs e o D-dihidrocarvona (CIM/8), e completados com 

BHI. Estes foram então transferidos para placas de microdiluição de 96 poços, aos quais 

foram adicionados 100 µL do antibiótico ou do BrEt em diluições seriadas (1:1) que 

variaram de 512 a 0,25 µg/mL. As placas foram incubadas a 37 ºC por 24 horas e o 

crescimento bacteriano foi avaliado pelo uso da resazurina (7-hydroxy-10- 

oxidophenoxazin-10-ium-3-one). Também foram preparados dois controles de 

modulação, utilizando apenas o antibiótico norfloxacina e o BrEt. 

 
2.4 Ensaio de toxicidade em modelo de Drosophila melanogaster 

 
 

2.4.1 Criação e estoque 

 
 

As moscas da estirpe de Harwich foram obtidas do National Species Stock Center, 

Bowling Green, OH e criadas de acordo com a metodologia de Cunha et al. (2015), sendo 

acondicionadas em recipientes de vidro de 340 mL e cultivadas em um meio a base de 83 

% de massa de milho, 4 % de açúcar, 4 % de leite liofilizado, 4 % de farelo de soja, 4 % 

de farelo de trigo e 1 % de sal. Após o preparo da mistura foi adicionado 1 g de Nipagin 

(Metilparabeno) e 1 mL de solução contendo Saccharomyces cerevisiae, após 

resfriamento. As moscas foram mantidas na estufa BOD a 25 °C e a 60 % de umidade 

relativa do ar. 



 
 

30 

 

 
 

2.4.2 Preparação dos ensaios 

 
 

De acordo com Cunha et al., (2015), foram colocadas 20 moscas adultas de ambos 

os sexos, em cada recipiente. No fundo de cada recipiente havia papel toalha embebido 

em 1 mL de sacarose a 20 % em água destilada. Os recipientes usados como controle 

receberam apenas a sacarose, os demais, além de sacarose no fundo dos recipientes, 

receberam em um papel filtro colado nas tampas, diferentes volumes do terpeno D- 

dihidrocarvona, a saber, 5, 10 e 20 µL. Tendo sua ação pelo método de fumigação. 

 
2.4.3 Ensaios de geotaxia negativa e de mortalidade 

 
 

O ensaio de geotaxia n2gativa proposto por Coulom e Birman (2004) foi utilizado 

na detecção dos danos ao aparelho locomotor de D. melanogaster, após serem submetidas 

aos volumes do terpeno D-dihidrocarvona. Com leves batidas nos frascos, as moscas 

foram conduzidas para o fundo dos mesmos e após 1 minuto foi quantificado o total de 

moscas que atingiu 5 cm de altura. Repetindo-se esse mesmo procedimento após 1 minuto. 

Na avaliação da mortalidade foi observada a quantidade de moscas mortas após exposição 

ao terpeno. Para ambos ensaios foram usados os mesmos volumes do terpeno D-

dihidrocarvona e observados os mesmos tempos, de 3, 6, 9, 12, 24, 36 e 48 horas. 

 
2.5 Análise Estatística 

 
 

Os ensaios antibacterianos foram realizados em sextuplicatas e os resultados 

foram expressos como a média das repetições. Os resultados dos testes foram expressos 

como a média geométrica. A análise de hipótese estatística será aplicada usando Two- 

Way ANOVA, seguido do teste post hoc de Bonferroni, usando o software GraphPad 

Prism. Para a análise dos dados de toxicidade foi feito um teste ANOVA de duas vias, e 

em seguida foi realizado um teste de múltipla comparação de Tukey. 



 
 

31 

 

 
 

3 RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

 
3.1 Ensaios microbiológicos 

 

 

3.1.1 Avaliação da atividade direta pela determinação da Concentração Inibitória 

Mínima (CIM) 

 

 
No ensaio de avaliação da atividade direta, foi observado que o terpeno D-

dihidrocarvona apresentou uma CIM ≥ 1024 µg/mL contra as cepas testadas SA-1199 

(selvagem) e SA-1199B (NorA). Esse valor não é considerado clinicamente relevante se 

comparado ao valor da CIM do antibiótico norfloxacina. 

Óleos essenciais são usados há séculos por sua atividade antimicrobiana como 

métodos alternativos em terapias naturais (BADAWY; ABDELGALEIL, 2014). Sabe-se 

que essa atividade está relacionada aos diferentes constituintes encontrados nesses óleos 

como D-dihidrocarvona e outros componentes (PATIL; JAYAPRAKASHA; MURTHY, 

2017). Entretanto, nossos resultados demostraram que o D-dihidrocarvona não apresenta 

atividade intrínseca frente às cepas de S. aureus portadoras da bomba de efluxo NorA, 

contudo essa característica torna-se promissora visto que possíveis candidatos a futuros 

Inibidores de Bomba de Efluxo (IBE) devem apresentar pouca atividade antibiótica ou 

serem totalmente desprovidos da mesma (LAMUT et al., 2019). 

 

 
3.1.2 Avaliação da inibição da bomba de efluxo por redução da CIM do 

antibiótico 

Com relação à modificação da CIM do antibiótico, foi verificado que o D- 

dihidrocarvona reduziu a CIM da Norfloxacina de 50,79 µg/mL para 32 µg/mL contra a 
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SA-1199. Já para a cepa SA-1199B, a redução da CIM da norfloxacina foi de 128 µg/mL 

para 50,79 (Figura 1). 

Figura 1. Efeito de inibição de bomba de efluxo por redução da CIM do antibiótico 

norfloxacina pelo D-dihidrocarvona em cepas portadoras de bombas de efluxo. 

Legenda: NOR: controle Norfloxacina; CCCP: Carbonyl Cyanidem Chlorophenylhydrazone (inibidor 

padrão). Os valores representam a média geométrica ± E.P.M. (erro padrão da média). Utilizou-se ANOVA 

de duas vias, seguido do post hoc de Bonferroni: p < 0.0001 

 

 
A diminuição da CIM do antibiótico em até três vezes, em relação ao 

controle, é indicativo de inibição da bomba de efluxo (TINTINO, 2020). Estudos 

avaliando o efeito da associação do D-dihidrocarvona com antibióticos de uso 

comum contra cepas portadoras do mecanismo de efluxo ativo ainda não foram 

descritos pela literatura. Entretanto, a importância do uso de compostos terpênicos 

oxigenados como alternativas terapêuticas para potencializar a eficácia da 

norfloxacina para a cepa SA-1199B, foi observada por Coêlho et al. (2016), onde 

avaliaram a atividade associada do antibiótico norfloxacino com os terpenos 

oxigenados em CIM/8, Nerol, 3,7-Dimetil-1-Octanol e Estragol, os quais reduziram 

de forma concentração-dependente a CIM da Norfloxacina de 64 µg/mL para 4 

µg/mL, 8 µg/mL e 40 µg/mL respectivamente para a cepa SA-1199B.   

     Conjuntamente, Da Cruz et al. (2020) observavam em seu trabalho que o 

terpeno oxigenado α-bisabolol em combinação com a norfloxacina reduziu a CIM 

da mesma de 256 µg/mL para 32 µg/mL, para a cepa SA-1199B mostrando atividade 

sinérgica significativa. No mesmo trabalho, foi verificado suposto sinergismo na 

associação do α- bisabolol com o antibiótico tetraciclina, promovendo a redução da 

CIM de 192 µg/mL para 128 µg/mL contra a cepa SA-IS-58 que expressa a bomba 

de efluxo TetK. Uma moderada redução da CIM da Tetraciclina foi observada nessa 

cepa, no trabalho de Silveira et al. (2020), na associação com o terpeno oxigenado 

Timol, em concentração subinibitória CIM/8, ocasionando um leve decréscimo da 

CIM de 114 µg/mL para 101 µg/mL. 
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Estudos anteriores afirmam que terpenos oxigenados, exibem melhor 

atividade antibacteriana que outros grupos terpênicos, visto que podem ocasionar o 

rompimento da membrana, interagindo com componentes intracelulares, facilitando 

a penetração de antibióticos em combinação com os mesmos ao interior da célula e, 

portanto, quando associado a antibióticos, os terpenos podem ter sua ação não 

somente na bomba (GUIMARÃES et al., 2019). Estes achados sugerem que o dano 

causado nas bactérias pelo composto do presente estudo, pode estar ligado à perda 

da integridade ou alteração da função da membrana celular ocasionada pela 

interação com terpenos oxigenados. 

 
3.1.3 Avaliação da inibição da bomba de efluxo por redução da CIM do brometo 
de etídio 

 

 

Para avaliar a inibição da bomba de efluxo NorA foram realizados ensaios 

utilizando o Brometo de Etídio (BrEt) em associação com inibidores padrões de bomba. 

Por meio desses ensaios foi observado que o D-dihidrocarvona modificou a CIM do BrEt 

de 50,7968 para 32 µg/mL frente a cepa SA-1199. Com relação a cepa 1199B o D- 

dihidrocarvona não modificou a CIM do BrEt com CIM de 64 µg/mL, não diferindo 

estatisticamente do controle (Figura 2). 

Figura 2: Efeito de inibição de bomba de efluxo por redução da CIM do Brometo de Etídio 

(BrEt) pelo D-dihidrocarvona em cepas portadoras de bombas de efluxo. 
 

Legenda: CCCP: Carbonyl Cyanidem-Chlorophenylhydrazone (inibidor padrão). Os valores representam 

a média geométrica ± E.P.M. (erro padrão da média). Utilizou-se ANOVA de duas vias, seguido do post 

hoc de Bonferroni: p < 0.0001 



 
 

34 

 

 
 

É conhecido que o brometo de etídio é um agente capaz de interpor-se ao DNA da 

bactéria e como consequência promover a morte celular, mecanismos como proteínas de 

efluxo são ativados expelindo o BrEt do meio intracelular bacteriano. Processo semelhante 

também ocorre com antibióticos (BANERJEE et al., 2014). A cepa SA-1199 (selvagem), 

expressa a proteina NorA em níveis mais baixos, visto que se origina de um gene 

cromossômico que ocorre naturalmente no genoma de S. aureus promovendo baixa 

resistência a substratos como o BrEt, já a cepa SA-1199B, super expressa a proteina NorA 

de forma constitutiva, proporcinando maior resistência a este composto (KAATZ; SEO, 

1995). 

Nos resultados do presente estudo, foi observado uma suposta interação 

coadjuavante na associação do D-dihidrocarvona com o BrEt para a cepa SA-1199 

(selvagem), entretanto nenhuma interação foi observada para a cepa SA-1199B, 

sugerindo que este terpeno não atua contra o mecanismo de efluxo NorA expresso por 

esta cepa, resultado semelhante foi observado por Silveira et al. (2020), na associação do 

BrEt com os terpenos oxigenados timol e carvacrol em concentração subinibitória CIM/8 

para a cepa de S.aureus IS-58, onde não foi verificada a modificação da CIM do BrEt . 

Portanto, é possível que o mesmo possa atuar frente a outros mecanismos de 

resistência como, mudança no alvo do fármaco, inativação enzimática de antibióticos, 

redução da permeabilidade da membrana e inclusive sobre outros mecanismos de efluxo 

ativo (KHAMENEH et al., 2016), o que pode ser observado pela redução da CIM do 

antibiótico norfloxacina na associação com D-dihidrocarvona (figura 1). 

 
3.2 Ensaios de toxicidade em modelo de Drosophila melanogaster 

 
O terpeno D-dihidrocarvona apresentou uma EC50 de 6,87 µL em três horas de 

exposição. O ensaio de geotaxia negativa apresentado na figura 3, mostrou um possível 

dano ao aparelho locomotor (dificuldade das moscas de chegarem até o topo do frasco) a 

partir de 3 horas de exposição ao D-dihidrocarvona em todos os volumes testados. Sendo 

esse efeito mais forte nos volumes de 10 e 20 µL, onde a partir da terceira hora de exposição 

ao terpeno, um n < 5 moscas chegou até o topo dos recipientes, tendo um efeito volume- 

dependente. 
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Figura 3. Avaliação da toxicidade por geotaxia negativa em modelo de D. melanogaster 
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Como é possível observar na figura 4, o D-dihidrocarvona apresentou um 

efeito tóxico capaz de causar a morte de D. melanogaster em todos os volumes, a 

partir de 3 horas de exposição. Sendo esse efeito potencializado nos volumes de 

10 e 20 µL, onde a taxa de mortalidade foi de n > 15 moscas, já a partir de três horas 

de exposição. 

 

 
Figura 4. Avaliação da mortalidade de D. melanogaster pela exposição ao D-dihidrocarvona 
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Não há relatos anteriores de estudos que evidenciem a toxicidade do terpeno D- 

dihidrocarvona para D. melanogaster. De forma inédita, o presente trabalho testou a sua 

toxicidade para esse artrópode, pelo método de fumigação. Pelo mesmo método e 

utilizando o mesmo artrópode modelo, Zhang et al. (2016) testaram a toxicidade de 40 

terpenos, ressaltando que os monoterpenos oxigenados eugenol, timol, carvacrol e 

isoeugenol apresentaram toxicidade alta para o artrópode supracitado. Tais achados 

corroboram com o presente trabalho, uma vez que o D-dihidrocarvona é um terpeno 

oxigenado. 

No trabalho de Xie e colaboradores (2014) foi mostrado por fumigação, que o 

terpeno oxigenado carvacrol, teve toxicidade significativa para R. chinensis. Testou-se a 

toxicidade de 42 terpenos para M. domestica, concluindo-se que, entre os fenóis, o timol 

e carvacrol apresentaram as maiores toxicidades com LC50 de 1,60 e 1,69 μl/L, 

respectivamente. Já entre os compostos cetônicos, os melhores efeitos de toxicidade em 

24 horas foram mostrados por (+) - pulegona, (-) - mentona e (-) - carvona, com as 

respectivas LC50 de 0,26, 1,73 e 1,76 μl/L (ZHANG et al., 2017). 

Em estudo anterior, o óleo essencial de Eugenia uniflora mostrou-se tóxico para 

D. melanogaster, sugerindo que seu efeito biocida pode estar associado à presença de 

compostos terpênicos (DA CUNHA et al., 2015). Já o grupo de pesquisa do atual estudo 

demonstrou que o terpeno Terpinoleno nos volumes de 5 μL e 10 μL foi tóxico para a 

mosca da fruta, causando danos à locomoção e morte, já nas primeiras horas de exposição 

(SCHERF et al., 2020). 
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4. CONCLUSÃO 

 

 

 
O D-dihidrocarvona não apresentou atividade intrínseca contra as cepas SA-1199 

(selvagem) e SA-1199B. Já associado à Norfloxacina, potencializou a eficácia da mesma 

por redução da CIM frente às duas linhagens de S.aureus. 

Apresentou um suposto sinergismo na associação com o BrEt, apenas para a cepa 

SA-1199 (selvagem), presumindo-se que o DDHC não seja efetivo contra o mecanismo 

de efluxo NorA expresso pela cepa SA-1199B. É possível que o mesmo possa atuar frente 

a outros mecanismos de resistência para ambas linhagens.  

Além disso, o terpeno mostrou-se tóxico para D. melanogaster, pois alterou sua 

locomoção e teve efeito letal em todos os volumes ensaiados, já a partir de três horas de 

exposição. Todavia, serão necessários novos estudos para elucidar os mecanismos de ação 

em relação aos efeitos antibacterianos e toxicológicos do DDHC. 
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4.2 Ensaios microbiológicos 

 

 

4.2.1 Avaliação da atividade direta pela determinação da Concentração Inibitória 

Mínima (CIM) 

 

 
No ensaio de avaliação da atividade direta, foi observado que o terpeno D-di- 

hidrocarvona apresentou uma CIM ≥ 1024 µg/mL contra as cepas testadas SA-1199 

(selvagem) e SA-1199B (NorA). Esse valor não é considerado clinicamente relevante se 

comparado ao valor da CIM do antibiótico Norfloxacina. 

Óleos essenciais são usados há séculos por sua atividade antimicrobiana como 

métodos alternativos em terapias naturais (BADAWY; ABDELGALEIL, 2014). Sabe-se 

que essa atividade está relacionada aos diferentes constituintes encontrados nesses óleos 

como D-dihidrocarvona e outros componentes (PATIL; JAYAPRAKASHA; MURTHY, 

2017). Entretanto, nossos resultados demostraram que o D-dihidrocarvona não apresenta 

atividade intrínseca frente às cepas de S. aureus portadoras da bomba de efluxo NorA, 

contudo essa característica torna-se promissora visto que possíveis candidatos a futuros 

Inibidores de Bomba de Efluxo (IBE) devem apresentar pouca atividade antibiótica ou 

serem totalmente desprovidos da mesma (LAMUT et al., 2019). 

 

 
4.2.2 Avaliação da inibição da bomba de efluxo por redução da CIM do antibiótico 

 

 

Com relação à modificação da CIM do antibiótico, foi verificado que o D- 

dihidrocarvona reduziu a CIM da Norfloxacina de 50,79 µg/mL para 32 µg/mL contra a 

SA-1199. Já para a cepa SA-1199B, a redução da CIM da Norfloxacina foi de 128 µg/mL 

para 50,79 (Figura 4). 
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Figura 4. Efeito de inibição de bomba de efluxo por redução da CIM do antibiótico 

Norfloxacina pelo D-dihidrocarvona em cepas portadoras de bombas de efluxo. 

Legenda: NOR: controle Norfloxacina; CCCP: Carbonyl Cyanidem Chlorophenylhydrazone (inibidor 

padrão). Os valores representam a média geométrica ± E.P.M. (erro padrão da média). Utilizou-se ANOVA 

de duas vias, seguido do post hoc de Bonferroni: p < 0.0001 

 

 
Estudos avaliando o efeito da associação do D-dihidrocarvona com antibióticos de 

uso comum contra cepas portadoras do mecanismo de efluxo ativo ainda não foram 

descritos pela literatura, entretanto a importância do uso de compostos terpênicos 

oxigenados como alternativas terapêuticas para potencializar a eficácia da norfloxacina 

para a cepa SA-1199B, foi observada por Coêlho et al. (2016), que avaliaram a atividade 

associada do antibiótico norfloxacino com os terpenos oxigenados em CIM/8, Nerol, 3,7- 

Dimetil-1-Octanol e Estragol, os quais reduziram de forma concentração-dependente a 

CIM da Norfloxacina de 64 µg/mL para 4 µg/mL, 8 µg/mL e 40 µg/mL respectivamente 

para a cepa SA-1199B. 

Conjuntamente, Da Cruz et al. (2020) observavam em seu trabalho que o terpeno 

oxigenado α-bisabolol em combinação com a norfloxacina reduziu a CIM da mesma de 

256 µg/mL para 32 µg/mL, para a cepa SA-1199B mostrando atividade sinérgica 

significativa. No mesmo trabalho, foi verificado suposto sinergismo na associação do α-

bisabolol com o antibiótico tetraciclina, promovendo a redução da CIM de 192 µg / mL 

para 128 µg / mL contra a cepa SA-IS-58 que expressa a bomba de efluxo TetK. Uma 

moderada redução da CIM da tetraciclina também foi observada está cepa pelo grupo de 

pesquisa do presente trabalho em Silveira et al. (2020), na associação com o terpeno 

oxigenado Timol em concentração subinibitória CIM/8, ocasionando um leve decréscimo 

da CIM de 114 µg/mL para 101 µg/mL. 

Estudos anteriores afirmam que terpenos oxigenados, exibem melhor atividade 

antibacteriana que outros grupos terpênicos, visto que podem ocasionar o rompimento da 

membrana, interagindo com componentes intracelulares, facilitando a penetração de 

antibióticos em combinação com os mesmos ao interior da célula e, portanto, quando 
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associado a antibióticos, os terpenos podem ter sua ação não somente na bomba 

(GUIMARÃES et al., 2019). Estes achados sugerem que o dano causado nas bactérias 

pelo composto do presente estudo, pode estar ligado à perda da integridade ou alteração 

da função da membrana celular ocasionada pela interação com terpenos oxigenados. 

 
4.2.3 Avaliação da inibição da bomba de efluxo por redução da CIM do brometo 

de etídio 

 

 

 

Para avaliar a inibição da bomba de efluxo NorA foram realizados ensaios 

utilizando o Brometo de Etídio (BrEt) em associação com inibidores padrões de bomba. 

Por meio desses ensaios foi observado que o D-dihidrocarvona modificou a CIM do BrEt 

de 50,7968 para 32 µg/mL frente a cepa SA-1199. Com relação a cepa 1199B o D- 

dihidrocarvona não modificou a CIM do BrEt com CIM de 64 µg/mL, não diferindo 

estatisticamente do controle (Figura 5). 

 

Figura 5: Efeito de inibição de bomba de efluxo por redução da CIM do Brometo de 

Etídio (BrEt) pelo D-dihidrocarvona em cepas portadoras de bombas de efluxo. 

 

Legenda: CCCP: Carbonyl Cyanidem Chlorophenylhydrazone (inibidor padrão). Os valores representam 

a média geométrica ± E.P.M. (erro padrão da média). Utilizou-se ANOVA de duas vias, seguido do post 

hoc de Bonferroni: p < 0.0001 

 

 

É conhecido que o brometo de etídio é um agente capaz de interpor-se ao DNA da 

bactéria e como consequência promover a morte celular, mecanismos como proteínas de 

efluxo são ativados expelindo o BrEt do meio intracelular bacteriano. Processo 

semelhante também ocorre com antibióticos (BANERJEE et al., 2014). A cepa SA-1199 

(selvagem), expressa a proteina NorA em níveis mais baixos, visto que se origina de um 

gene cromossômico que ocorre naturalmente no genoma de S. aureus promovendo baixa 
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resistência a substratos como o BrEt, já a cepa SA-1199B, super expressa a proteina NorA 

de forma constitutiva, proporcinando maior resistência a este composto (KAATZ; SEO, 

1995). 

Nos resultados do presente estudo, foi observado uma suposta interação 

coadjuavante na associação do D-dihidrocarvona com o BrEt para a cepa SA-1199 

(selvagem), entretanto nenhuma interação foi observada para a cepa SA-1199B, 

sugerindo que este terpeno não atua contra o mecanismo de efluxo NorA expresso por 

esta cepa, resultados semelhantes também foram observados pelo grupo de pesquisa do 

presente trabalho em Silveira et al. (2020), na associação do BrEt com os terpenos 

oxigenados timol e carvacrol em concentração subinibitória CIM/8 para a cepa de S. 

aureus IS-58, onde não foi verificada a modificação da CIM do BrEt . 

Portanto, é possível que o mesmo possa atuar frente a outros mecanismos de 

resistência como, mudança no alvo do fármaco, inativação enzimática de antibióticos, 

redução da permeabilidade da membrana e inclusive sobre outros mecanismos de efluxo 

ativo (KHAMENEH et al., 2016), o que pode ser observado pela redução da CIM do 

antibiótico norfloxacina na associação com D-dihidrocarvona (figura 4). 

 
4.3 Ensaios de toxicidade em modelo de Drosophila melanogaster 

 
O terpeno D-dihidrocarvona apresentou uma EC50 de 6,87 µL em três horas de 

exposição. O ensaio de geotaxia negativa apresentado na figura 6, mostrou um possível 

dano ao aparelho locomotor (dificuldade das moscas de chegarem até o topo do frasco) a 

partir de 3 horas de exposição ao D-dihidrocarvona em todos os volumes testados. Sendo 

esse efeito mais forte nos volumes de 10 e 20 µL, onde a partir da terceira hora de exposição 

ao terpeno, um n < 5 moscas chegou até o topo dos recipientes, tendo um efeito volume- 

dependente. 



 
 

51 

 

* 
* 

** 
* ** * *** * ** * ** *

**
 

 

 
 

Figura 6. Avaliação da toxicidade por geotaxia negativa em modelo de 

D. melanogaster 
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Como é possível observar na figura 7, O D-dihidrocarvona apresentou um 

efeito tóxico capaz de causar a morte de D. melanogaster em todos os volumes, a 

partir de 3 horas de exposição. Sendo esse efeito potencializado nos volumes de 

10 e 20 µL, onde a taxa de mortalidade foi de n > 15 moscas, já a partir de 3 horas 

de exposição. 

 

 
Figura 7. Avaliação da mortalidade de D. melanogaster pela exposição ao D-dihidrocarvona 
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Não há relatos anteriores de estudos que evidenciem a toxicidade do terpeno D- 

dihidrocarvona para D. melanogaster. De forma inédita, o presente trabalho testou a sua 

toxicidade para esse artrópode, pelo método de fumigação. Pelo mesmo método e 

utilizando o mesmo artrópode modelo, Zhang et al. (2016) testaram a toxicidade de 40 

terpenos, ressaltando que os monoterpenos oxigenados eugenol, timol, carvacrol e 

isoeugenol apresentaram toxicidade alta para o artrópode supracitado. Tais achados 

corroboram com o presente trabalho, uma vez que o D-dihidrocarvona é um terpeno 

oxigenado. 

No trabalho de Xie e colaboradores (2014) foi mostrado por fumigação que o 

terpeno oxigenado carvacrol, teve toxicidade significativa para R. chinensis. Testou-se a 

toxicidade de 42 terpenos para M. domestica, concluindo-se que, entre os fenóis, o timol 

e carvacrol apresentaram as maiores toxicidades com LC50 de 1,60 e 1,69 μl/L, 

respectivamente. Já entre os compostos cetônicos, os melhores efeitos de toxicidade em 

24 horas foram mostrados por (+) - pulegona, (-) - mentona e (-) - carvona, com as 

respectivas LC50 de 0,26, 1,73 e 1,76 μl/L (ZHANG et al., 2017). 

Em estudo anterior, o óleo essencial de Eugenia uniflora mostrou-se tóxico para 

D. melanogaster, sugerindo que seu efeito biocida pode estar associado à presença de 

compostos terpênicos (DA CUNHA et al., 2015). Já o grupo de pesquisa do atual estudo 

demonstrou que o terpeno Terpinoleno nos volumes de 5 μL e 10 μL foi tóxico para a 

mosca da fruta, causando danos à locomoção e morte, já nas primeiras horas de exposição 

(SCHERF et al., 2020). 
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5. CONCLUSÃO 

 

 
O D-dihidrocarvona não apresentou atividade intrínseca contra a cepa de S. aureus 

SA-1199 (selvagem) e SA-1199B. Entretanto a ausência de atividade antibiótica é uma 

caracteristica importante de possíveis IBEs. O DDHC expressou suposto sinergismo 

quando associado à Norfloxacina, potencializando a eficácia da mesma por redução da 

CIM frente às duas linhagens de S.aureus. 

Entretanto, na associação com o BrEt o D-dihidrocarvona apresentou suposto 

sinergismos apenas para a cepa SA-1199 (selvagem), não sendo observado a interação 

dos compostos para a cepa SA-1199B, presumindo-se que o D-dihidrocarvona não seja 

efetivo contra o mecanismo de efluxo NorA expresso pela cepa SA-1199B. No entanto é 

possível que o mesmo possa atuar frente a outros mecanismos de resistência, o que pode 

ser observado pela redução da CIM do antibiótico Norfloxacina para as duas linhagens.  

Além disso, o terpeno mostrou-se tóxico para D. melanogaster, pois alterou sua 

locomoção e teve efeito letal em todos os volumes ensaiados, já a partir de três horas de 

exposição. Todavia, serão necessários novos estudos para elucidar os mecanismos de ação 

em relação aos efeitos antibacterianos e toxicológicos do D- dihidrocarvona. 
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