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RESUMO 

 

A extrusão de antibióticos mediada por bombas de efluxo, reflete negativamente sobre a 

eficácia desses fármacos no tratamento de infecções causadas por bactérias, portanto, a 

inibição do mecanismo de efluxo, tornou-se uma estratégia promissora, tendo em vista, que 

as bombas de efluxo conseguem transportar para fora da membrana bacteriana a maioria dos 

antibióticos de utilidade clínica. Nesse sentido, o presente estudo buscou avaliar a atividade 

dos terpenos Carvacrol e Timol como possíveis inibidores de bombas de efluxo (IBEs) 

através da determinação da Concentração Inibitória Mínima (CIM) e da associação desses 

compostos em concentrações subinibitórias com o antibiótico padrão Norfloxacino e com o 

substrato de efluxo, Brometo de Etídio (EtBr) contra as cepas SA-1199 (selvagem) e SA-

1199B (superexpressa NorA) de Staphylococcus aureus. Com o intuito de verificar as 

interações dos terpenos com a proteína de efluxo NorA, um estudo in silico de modelagem 

molecular foi realizado. Os ensaios para obtenção da CIM do Carvacrol e Timol e os ensaios 

de verificação da inibição de bomba de efluxo, por modificação da CIM do antibiótico 

Norfloxacino e do EtBr, foram realizados por métodos de microdiluição em caldo. O docking 

foi realizado por meio do programa Molegro Virtual Docker (MVD). Os resultados do 

presente estudo demostraram que Carvacrol e Timol apresentam moderada atividade 

antibacteriana, com CIM de 256 µg/mL para os terpenos. Com relação aos ensaios de 

associação com os substratos, foi verificada a redução da CIM do Norfloxacino de 64 μg/mL 

para 32 μg/mL, frente a cepa SA-1199 e de 128 μg/mL para 64 μg/mL, frente a cepa SA-

1199B, para ambos os terpenos. Em relação a modificação da CIM do EtBr, foi verificada 

uma redução de 32 μg/mL para 25,39 μg/mL na associação com o Carvacrol e de 32 μg/mL 

para 16 μg/mL na associação com o Timol, frente a cepa SA-1199. Já para a cepa SA-1199B, 

a CIM do EtBr teve uma redução de 80,63 μg/mL para 64 μg/mL, para ambos os terpenos. 

Os resultados do docking revelaram o possível mecanismo molecular responsável pela 

interação do Carvacrol e do Timol com a proteína NorA, corroborando que possivelmente 

esses terpenos atuam como inibidores competitivos das bombas de efluxo. Esses resultados 

evidenciam o potencial promissor desses compostos como possíveis IBEs, concluindo por 

meio deste estudo que os compostos Carvacrol e Timol atuam como potenciais inibidores da 

bomba de efluxo NorA, podendo vir a ser investigados como adjuvantes em terapias de 

associação objetivam reduzir a resistência bacteriana. 
 

Palavras-chave: Multirresistência. Inibidores de Bomba de Efluxo. NorA. Produtos 

Naturais.



 

ABSTRACT 

 

The extrusion of antibiotics mediated by efflux pumps, reflects negatively on the 

effectiveness of these drugs in the treatment of infections caused by bacteria, therefore, the 

inhibition of the efflux mechanism has become a promising strategy, considering that efflux 

pumps can transport most antibiotics for clinical use out of the bacterial membrane. In this 

sense, the present study sought to evaluate an activity of the Carvacrol and Thymol terpenes 

as possible inhibitors of efflux pumps (EPIs) by determining the Minimum Inhibitory 

Concentration (MIC) and the association of these compounds in the efflux substrate, 

Norfloxacin and Ethidium Bromide (EtBr) against SA-1199 (wild) and SA-1199B 

(overexpressed NorA) strains of Staphylococcus aureus. To verify the interactions of 

terpenes with the NorA efflux protein, an in silico molecular modeling study was carried out. 

The tests for obtaining the MIC of Carvacrol and Thymol and the tests for checking the efflux 

pump inhibition, by modifying the MIC of the antibiotic Norfloxacin and EtBr, were carried 

out by broth microdilution methods. Docking was performed using the Molegro Virtual 

Docker (MVD) program. The results of the present study demonstrated that Carvacrol and 

Thymol have moderate antibacterial activity, with MIC of 256 µg/mL for terpenes. 

Regarding the association tests with the substrates, the reduction of Norfloxacin MIC from 

64 μg/mL to 32 μg/mL was verified, against the strain SA-1199 and from 128 μg/mL to 64 

μg/mL, against the strain SA-1199B, for both terpenes. Regarding the modification of the 

EtBr MIC, a reduction from 32 μg/mL to 25.39 μg/mL was found in association with 

Carvacrol and from 32 μg/mL to 16 μg/mL in association with Thymol, against the strain 

SA-1199. For the SA-1199B strain, the EtBr MIC decreased from 80.63 μg/mL to 64 μg/mL, 

for both terpenes. The docking results revealed the possible molecular mechanism 

responsible for the interaction of Carvacrol and Thymol with the NorA protein, corroborating 

that possibly these terpenes act as competitive inhibitors of the efflux pumps. These results 

show the promising potential of compounds as possible EPIs, concluding through this study 

that the compounds Carvacrol and Thymol act as potential inhibitors of the NorA efflux 

pump, and may be investigated as adjuvants in combination therapies aimed at reducing 

bacterial resistance. 

 

Keywords: Multidrug resistance. Efflux Pump Inhibitors. NorA. Natural Products.  
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1. INTRODUÇÃO GERAL 

 

1.1 Objetivos e questionamentos 

 

Estima-se que as infecções causadas por bactérias resistentes aos antibióticos 

provoquem aproximadamente 700.000 mortes por ano, segundo o relatório de O' Neill 

(2016), caso medidas urgentes não sejam empregues, estima-se que essa taxa de mortalidade 

aumente gradualmente, chegando ao nível de 10 milhões de pessoas mortas ao ano em 2050. 

A resistência aos antimicrobianos é um processo natural dos micro-organismos (HOLMES 

et al., 2016) entretanto, diversos fatores ambientais externos tem contribuído para aceleração 

desse processo, dando origem a micro-organismos altamente virulentos, como bactérias 

resistentes a múltiplas drogas- MDR (Multidrug-Resistant) ou “superbactérias”(FERBER, 

2010; GRAY; WENZEL, 2020; SINGER et al., 2016). 

O advento da multirresistência, abriu espaço para que infecções causadas por 

bactérias como Staphylococcus aureus, tornem-se ainda mais difíceis de serem tratadas, visto 

que essa bactéria, ao logo de cinco décadas de exposição indiscriminada a antibacterianos 

desenvolveu e adquiriu sofisticados mecanismos de resistência à maioria dos antibióticos de 

utilidade clínica (AKANBI et al., 2017; GUO et al., 2020). 

Um dos eficazes mecanismos de resistência empregados por S. aureus é a extrusão 

ativa de antimicrobianos por transportadores de membrana, conhecidos como bombas de 

efluxo (JANG, 2016; RAO et al., 2018). As bombas de efluxo são capazes de expulsar 

diversos tipos de substratos quimicamente diferentes, como antibióticos, biocidas, 

detergentes e corantes  (COSTA et al., 2013; HASSANZADEH et al., 2020), contribuindo 

para um alto nível de resistência.  

Objetivando minimizar a resistência antibiótica promovida pelas bombas de efluxo, 

novos tratamentos estão sendo desenvolvidas, sendo uma das mais promissoras o uso de 

inibidores de bombas de efluxo (IBEs), pois representam uma maneira possível de reverter a 

resistência aos antibióticos (SPENGLER et al., 2017). A coadministração de tais IBEs, 

juntamente com um antibiótico, pode reduz a quantidade necessária para que se obtenha o 

efeito da droga, e consequentemente reduzir os efeitos colaterais. Esses inibidores destacam-

se ainda mais, pela possibilidade de restaurarem a utilidade de antibióticos considerados 
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clinicamente ineficazes, visto que o desenvolvimento de novos antibióticos tem se tornado 

cada vez mais complexo (PRASCH; BUCAR, 2015; SEUKEP et al., 2020). 

Derivados de plantas medicinais, como óleos essenciais e seus constituintes isolados 

mostraram-se bastante promissores na inibição de bombas de efluxo (MIKULÁŠOVÁ; 

CHOVANOVÁ; VAVERKOVÁ, 2016), e vem ganhando espaço como compostos líderes 

no desenvolvimento de fármacos inibidores de bomba, por geralmente apresentarem baixa 

toxicidade e diversas bioatividades (PRASCH; BUCAR, 2015; RAO et al., 2018).  

Alguns Compostos terpênicos de óleos essenciais como, Farnesol, Geraniol Carvacrol 

e Timol, já demostram efeito inibidor, evidenciando que seriam excelentes fontes de IBEs, 

apresentando baixo risco de toxicidade para células eucarióticas normais, o que favoreceria 

sua exploração no desenvolvimento de drogas e, portanto, seu uso clínico (SEUKEP et al., 

2020).  

Diante dos aspectos apresentados, é notório que a humanidade está caminhando para 

um período crítico da resistência antibiótica. Tendo percepção sobre a necessidade do 

desenvolvimento de estratégias que minimizem os impactos causados pela resistência aos 

antibióticos, o presente grupo de pesquisa tem desenvolvido trabalhos em colaboração com 

outros grupos da Universidade Regional do Cariri - URCA, que levaram a identificação de 

pequenas moléculas com potencial antibacteriano, tais como os terpenos Carvacrol e Timol 

(SILVEIRA et al., 2020), 4-Alil-2,6-dimetoxifenol,  Alilbenzeno (MUNIZ et al., 2021) 

Estragol (BEZERRA et al., 2020) e Terpinoleno (SCHERF et al., 2020), Naftiridinas 

sintéticas (OLIVEIRA-TINTINO et al., 2020) e ácidos Gálico e Cafeico (DOS SANTOS et 

al., 2018). 

Essas moléculas atuam por meio da inibição do mecanismo bombas de efluxo, 

revertendo a resistências de bactérias, como S. aureus, que nos últimos anos tem sido listada 

pela Organização Mundial da Saúde (OMS) como alta prioridade para o desenvolvimento de 

novas terapias que possam retarda o processo de resistência aos antibióticos por S. aureus 

(TACCONELLI; MAGRINI, 2017). Atualmente, o presente grupo segue desenvolvendo 

diversos trabalhos dentro do campo de inibição de bombas de efluxo, objetivando o 

desenvolvimento de estratégias efetivas contra a resistência aos antibióticos, por meio da 

descoberta de compostos antibacterianos derivados de produtos naturais.  
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Diante do exposto, o objetivo do presente estudo foi avaliar a atividade direta dos 

terpenos, Carvacrol e Timol e a capacidade desses compostos de modificarem a CIM do 

antibiótico de uso padrão Norfloxacino e do Brometo de Etídio (EtBr) contra as cepas, SA-

1199 (selvagem) e SA-1199B (superexpressa NorA) de Staphylococcus aureus, portadoras 

dos genes de resistência norA, as quais expressam a proteína de efluxo NorA. Assim como, 

avaliar o efeito in sílico das interações dos terpenos Carvacrol e Timol, com a proteína de 

efluxo NorA, por meio de docagem molecular. 

 

1.2 Estratégias de pesquisa 

 

O aprofundamento sobre o papel das bombas de efluxo na mediação do processo de 

resistência aos antibióticos, tornou sua inibição uma via promissora para minimizar o 

fenômeno de resistência em bactérias (SEUKEP et al., 2020). Uma excelente alternativa 

voltada a inibição de bombas de efluxo é a utilização de pequenas moléculas derivadas de 

produtos naturais em combinação com antimicrobianos de uso convencional (TEGOS et al., 

2011).  

Métodos comumente aplicáveis para avaliação de potenciais IBEs derivados de 

produtos naturais, incluem teste de atividade direta, para determinação da Concentração 

Inibitória Mínima (CIM), teste de verificação da modificação da CIM por ensaios de 

associação com substratos (SCHINDLER; JACINTO; KAATZ, 2013) como, antibióticos 

(Norfloxacino) e corantes tóxicos (Brometo de Etídio) e a avaliação das interações 

moleculares por docagem molecular in silico (SHRIRAM et al., 2018).  

Nesses ensaios é frequente a utilização de estirpes selvagens e superexpressoras de 

efluxo, um exemplo de cepas bem caracterizadas utilizadas em testes de inibição de efluxo, 

são as cepas SA-1199B (Superexpressora de NorA) e SA-1199 (Selvagem) de S. aureus, que 

expressam a bomba de efluxo NorA (KAATZ; SEO, 1995; KAATZ; SEO; RUBLE, 1993). 

No presente estudo, a determinação da CIM foi verificada de acordo com a 

metodologia de microdiluição em caldo, em placa de 96 poços proposta pela CLSI (2015), 

com adaptações. Este método é bastante utilizado por ser rápido, eficaz e economicamente 

viável, fornecendo dados quantitativos confiáveis (NUH et al., 2020). Optou-se também, por 

utilizar o método proposto pela CLSI (2015), com adaptações, para avaliar a capacidade dos 

candidatos a IBEs de potencializarem as CIMs dos antimicrobianos utilizados. Geralmente 
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nesses ensaios os resultados são expressos pela observação da potencialização da atividade 

dos antimicrobianos ou como redução da concentração inibitória mínima (CIM) em 

concentrações específicas (LAMUT et al., 2019).  

Outro método utilizado, foram simulações in silico de docagem molecular, com o 

objetivo de identificar as interações moleculares entre os potenciais candidatos a IBEs e a 

bomba de efluxo. O acoplamento molecular permite a compreensão de como os IBEs 

bloqueiam o transporte de antibacterianos pelas bombas de efluxo (SCHWEIZER, 2012). A 

compreensão dessas interações permite a modificação de IBEs proporcionando melhor 

interação com a bombas de efluxo alvo causando uma inibição mais eficiente (RAO et al., 

2018). 

 

1.3 Estrutura da dissertação 

 

Esta dissertação está organizada em três capítulos (Fundamentação teórica, 

Manuscrito submetido e Considerações finais), seguido pelos Anexos. 

 

 Capítulo I: Fundamentação teórica, o qual foi dividido em seis subtópicos: 

o Resistência bacteriana e o desenvolvimento de moléculas adjuvantes de 

antibióticos: Relato sobre os principais fatores relacionados a resistência bacteriana, 

bem como, os mecanismos de resistência utilizados pelas bactérias para diminuir a 

eficácia dos antibióticos, contando com atualizações referentes ao tema e ao 

desenvolvimento de novas pesquisas que objetivam minimizar os impactos 

promovidos pela resistência aos antibióticos. 

 

o  Resistência mediada pelos sistemas de efluxo e identificação de Inibidores de 

Bomba de efluxo (IBEs): Breve introdução sobre as principais famílias de proteínas 

de efluxo e sobre o papel do mecanismo de efluxo na resistência bacteriana aos 

antibióticos. Este tópico também faz uma abordagem sobre o uso de IBEs como uma 

alternativa promissora para a inibição do mecanismo de efluxo e para a restauração 

da eficácia de antibióticos que perderam a utilidade clínica.  

 

o Terpenos como moléculas inibidoras de efluxo: Abordagem sobre o potencial dos 
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terpenos presente em óleos essenciais como reversores dos mecanismos de resistência 

bacterianos, atuando como uma promissora fonte natural de novos IBEs. 

 

o Os monoterpenos Carvacrol e Timol: Características químicas e farmacológicas 

dos compostos utilizados neste trabalho. 

 

o Staphylococcus aureus e a resistência mediada pela proteína de efluxo NorA: 

Explanação sobre importantes características de S. aureus, assim como as principais 

características da bomba de efluxo NorA, presente nos estipes de S. aureus SA-1199 

e SA-1199B, utilizados no presente estudo.  

 

 Capítulo II: Manuscrito Submetido: Neste capítulo encontra-se o manuscrito 

intitulado: Carvacrol and Thymol Potential Inhibitors of NorA Efflux Pomp in 

Staphylococcus aureus que foi desenvolvido ao longo do curso de mestrado, e 

submetido em 11/11/2020, no International Journal of Molecular Sciences, com 

QUALIS A2 em Ciências Biológicas II e Fator de Impacto 4,556. 
 

 Capítulo III: Considerações Finais, que está dividido em dois subtópicos: 

o Conclusões Gerais: As principais descobertas deste trabalho. 

o Perspectivas de Investigações Futuras. 

 

 Anexos: Anexos das publicações realizadas durante o curso de mestrado.  

 

Fluxograma: 
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2. CAPÍTULO I: FUNDAMENTAÇÃO TEÓRICA 

 

2.1 Resistencia bacteriana  

 

O desenvolvimento de antibióticos para uso clínico durante o século XX, 

revolucionou a forma de tratar infecções causadas por bactérias e possibilitou a realização de 

vários procedimentos médicos como, cirurgias, tratamento de câncer, transplantes de órgãos 

e vários outros, elevando a expectativa e a qualidade de vida dos seres humanos, iniciando a 

“era de ouro dos antibióticos” (HUTCHINGS; TRUMAN; WILKINSON, 2019; VENTOLA, 

2015).  

Entretanto, ao longo dos anos uso indiscriminado de antibióticos em vários âmbitos 

da medicina, indústria alimentícia e pecuária, bem como, a manipulação genética de micro-

organismos tem acelerado o processo natural de resistência (BLAIR et al., 2015), 

colaborando com o surgimento de “superbactérias” que apresentam resistência a maioria ou 

a todos os antibióticos disponíveis no mercado farmacêutico, tornando doenças que antes 

eram facilmente tratáveis, mortais novamente, iniciando a “era da resistência” (BROWN; 

WRIGHT, 2016; VENTOLA, 2015).  

A resistência aos antibióticos pode se desenvolver em nível celular e comunitário 

(PENESYAN; GILLINGS; PAULSEN, 2015). No primeiro caso, é causada por mutação 

cromossômica ou por transferência horizontal mediada por mecanismos de transformação, 

transdução ou conjugação. No último caso, reflete um mecanismo de resistência adaptativa 

aos desafios ambientais, que envolve a mudança de uma forma de vida livre (planctônica) 

para uma comunidade séssil multiestratificada (biofilme) (SCHILLACI et al., 2017)  

Os quatro principais mecanismos de resistência a antibióticos apresentados pelas 

bactérias são: (I) a inativação de antibióticos, como a produção de enzimas β-lactamase que 

hidrolisam o anel β-lactâmico desativando assim esta classe de antibióticos, ou modificação 

do antibiótico por enzimas, como enzimas modificadoras de aminoglicosídeos – AME 

(aminoglycoside-modifying enzymes); (II) modificação do alvo, como modificações na 

proteína GyrA conferem resistência a fluoroquinolonas; (III) efluxo ativo, onde as bombas 

de efluxo de drogas removem o antibiótico da célula bacteriana, reduzindo assim a 

concentração de antibiótico para níveis subtóxicos e (IV) prevenção da entrada do fármaco 

através da membrana pela expressão de porinas mais seletivas, mutações nas porinas ou perda 
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de porinas (GARNEAU-TSODIKOVA; LABBY, 2016; VENTER, 2019; YELIN; 

KISHONY, 2018), como pode ser conferido na figura 1. 

 

Figura 1: Mecanismo de resistência bacterianos 

 

Fonte: (Elaborada pelo autor). 

 

Legenda: (I) Inativação do antibiótico pela enzima β - lactamase e modificação do antibiótico pela enzima 

modificadora de aminoglicosídeos (AME), Proteína ligadora de penicilina (PBP); (II) modificação do alvo 

(proteína GyrA); (III) Extrusão de antibióticos por bombas de efluxo; IV) prevenção da entrada de antibióticos 

através da membrana pela modificação de porinas. 

 

Diante dos aspectos apresentados, a necessidade do desenvolvimento de novos 

antibióticos é notória, entretanto há pouco interesse por parte da indústria farmacêutica para 

a produção deste tipo de fármaco, devido ao alto custo e o baixo retorno monetário 

(FERNANDES; MARTENS, 2017; PAYNE et al., 2015). Contudo, pesquisas inovadoras 

que objetivam reverter os impactos da resistência antibiótica, estão analisando a utilização 

de pequenas moléculas que aplicadas em combinação com antibióticos conseguem 

potencializar e revigora seus efeitos frente as bactérias para qual a resistência se desenvolveu 

revelando uma nova saída terapêutica (VENTER, 2019). Segundo dados recentes do The Pew 

Charitable Trusts (2019), quatro dos 13 tratamentos com antibióticos em testes de Fase III, 

são combinações de antibióticos com pequenas moléculas projetadas para superar a 

resistência bacteriana. 
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Os compostos que revertem a resistência, normalmente são desprovidos ou 

apresentam pouca atividade antibacteriana, porém quando coadministrados com um 

antibiótico eles ampliam o espectro de ação deste restaurando a sensibilidade da bactéria. A 

maioria dos reversores de resistência atuam inibindo um dos três mecanismos de resistência 

a seguir: (I) inibição das enzimas β-lactamase que inativam os antibióticos β-lactâmicos, (II) 

atuação na membrana plasmática bacteriana para romper a barreira de permeabilidade, (III) 

inibição das bombas de efluxo de antibióticos, permitindo o acumulo do antibiótico dentro 

da célula bacteriana (BLAIR et al., 2015; VENTER, 2019). 

 

2.2 Resistência mediada pelos sistemas de efluxo e identificação de moléculas 

inibidoras de efluxo ativo 

 

Bombas de efluxo bacterianas são comumente conhecidas como proteínas de 

membrana capazes de expulsar drogas estruturalmente diversas para o exterior da célula, 

reduzindo assim, as concentrações de antibióticos para níveis subtóxicos (CHITSAZ; 

BROWN, 2017). Entretanto, a atuação do mecanismo de efluxo vai muito além dessa função, 

desempenhando importantes papeis na fisiologia, metabolismo e patogenicidade da célula 

bacteriana, sendo capazes de eliminar metabólitos endógenos tóxicos, para a secreção de 

determinantes de virulência, participando da resposta ao estresse celular e da formação de 

biofilmes. Além disso, a excreção de compostos tóxicos pelas bombas de efluxo pode servir 

como uma ferramenta de proteção que permite que bactérias sobrevivam ao processo de 

colonização durante o processo de infecção em um hospedeiro (BLANCO et al., 2016; DU 

et al., 2018). 

Os sistemas de bombas de efluxo de bactérias, figura 2, são classificados em seis 

principais famílias, de acordo com a energia utilizada para expulsar os compostos tóxicos, 

são elas: a superfamília facilitadora principal – MFS (major facilitator superfamily), a família 

de cassetes de ligação de ATP – ABC (ATP- binding cassette), a superfamília de divisão 

celular de nodulação de resistência – RND (resistance-nodulation-cell division), a família de 

extrusão de multidrogas e toxinas – MATE (multidrug and toxin extrusion), a família de 

resistência a pequenas múltiplas drogas – SMR (family, the small multidrug resistance), e a 

superfamília de efluxo de compostos antimicrobianos de proteobacterias – PACE 
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(superfamily and the proteobacterial antimicrobial compound efflux) (HASSAN et al., 2018; 

KUMAR et al., 2020; SAPULA; BROWN, 2016). Todos esses sistemas utilizam-se do 

gradiente de prótons (H+/Na+) como energia para transportar os substratos, exceto a família 

de cassetes de ligação de ATP – ABC, que utiliza a hidrólise de ATP (DU et al., 2018).  

 

Figura 2: Principais famílias de bombas de efluxo 

 

Fonte: (Sapula & Bown, 2016). 

 

A resistência mediada pelo sistema de bombas de efluxo, tem sido o foco principal 

de diversas pesquisas que visam conter a resistência aos antibióticos, visto que quando 

superexpressas, as proteínas de efluxo podem conferir altos níveis de resistência, tornando 

ineficazes antibióticos clinicamente uteis, fazendo com que infecções causadas por bactérias 

sejam mais difíceis de tratar (BLANCO et al., 2016). Consequentemente, as bombas de 

efluxo tornaram-se alvos promissores para a inibição e pesquisas significativas foram feitas 

nos últimos anos, levando a descoberta de moléculas capazes de inibir o mecanismo de efluxo 

de bactérias (SCHILLACI et al., 2017). Essas moléculas são conhecidos como inibidores da 

bomba de efluxo (IBEs) e podem potencializar o efeito dos antibióticos quando 

coadministradas, promovendo novamente a sensibilidade das bactérias aos mesmos, 

permitindo o retorno de certos antibióticos à prática clínica e a ampliação de seu espectro de 

ação (SEUKEP et al., 2020).  

Os IBEs seguem alguns mecanismos gerais de inibição do efluxo, como o bloqueio 

da proteína de efluxo, para evitar a ligação do substrato ao sítio ativo, e o colapso do 

mecanismo de energia utilizado para transportar o substrato, como o gradiente de prótons ou 
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ATPases (SCHINDLER; KAATZ, 2016). Além disso, os IBEs são capazes de causar danos 

estruturais na membrana das bactérias, interagindo com importantes reguladores da 

expressão gênica de proteínas de efluxo, promovendo sua inibição (TINTINO et al., 2020). 

Os IBEs, geralmente derivados de produtos naturais, tendo como principais fontes as 

plantas medicinais devido à presença de metabólitos secundários quimicamente e 

estruturalmente diversos, com múltiplas propriedades farmacológicas, como Terpenos, 

Alcalóides, Flavonoides, Compostos Fenólicos e muitos outros (SEUKEP et al., 2020; 

SHARMA; GUPTA; PATHANIA, 2019; ZACCHINO et al., 2017). 

Estudos com extratos e óleos essenciais de plantas medicinais, mostraram a eficácia 

de moléculas que atuam como IBEs, inibindo o mecanismo de efluxo de bactérias Gram-

negativas e Gram-positivas (RAO et al., 2018; SEUKEP et al., 2020; SHRIRAM et al., 

2018). Entretanto, embora os IBEs estejam em experimentação em laboratório desde a 

década de 1990, nenhum foi liberado para uso clínico, principalmente por causa da baixa 

eficácia in vivo, propriedades farmacocinéticas fracas ou problemas de toxicidade, tornando 

essa uma perspectiva futurística. (LAMUT et al., 2019; SHARMA; GUPTA; PATHANIA, 

2019).  

Com tudo, apesar dos caminhos que levam um IBE ao uso clínico apresentarem 

muitos obstáculos de natureza diversa, desde científicos e acadêmicos até administrativos e 

econômicos, isso em nada deve prejudicar a importância e a vantagem que eles oferecem 

contra a resistência bacteriana, o que leva a comunidade científica a realizar investigações 

contínuas para identificar e desenvolver IBEs menos tóxicos e terapeuticamente eficazes, 

visando a utilidade clínica dessas moléculas no futuro (SHARMA; GUPTA; PATHANIA, 

2019). 

 

2.3 Terpenos como moléculas inibidoras de efluxo ativo 

 

Os terpenos compõem a maior classe de compostos encontrados nos óleos essenciais, 

esses compostos são constituídos de moléculas de isopreno onde cada uma contêm cinco 

átomos de carbono com ligações entre si (BUCKLE, 2015). Dependendo do número de 

unidades de carbono, os terpenos são classificados como monoterpenos, sesquiterpenos, 

diterpenos, sesterpenos e triterpenos (C10, C15, C20, C 25 e C30, respectivamente) 
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(PERVEEN, 2018). Devido seu aroma agradável e diversas bioatividades os terpenos 

possuem uma ampla utilização na indústria, estando presentes em alimentos, medicamentos, 

cosméticos, hormônios e vitaminas (GUIMARÃES et al., 2019; MEWALAL et al., 2017; 

PERVEEN, 2018). 

Nos últimos anos, os terpenos também tem sido investigados como potenciais 

reversores de mecanismos de resistência bacterianos (CAPPIELLO et al., 2020; MAHIZAN 

et al., 2019; SIENIAWSKA et al., 2017), e a capacidade dessas moléculas como inibidores 

de efluxo vem sendo avaliada (DA CRUZ et al., 2020; DE MORAIS OLIVEIRA-TINTINO 

et al., 2018; MUNIZ et al., 2021; RAMALHETE et al., 2011; SILVEIRA et al., 2020). Como 

mencionado anteriormente, muitos terpenos já estão inseridos na indústria de medicamentos 

e alimentícia, levando a crer que essas moléculas poderiam apresentar menos riscos de serem 

tóxicas para seres humanos (KOPEČNÁ et al., 2019; PADUCH et al., 2007) e portando, 

bons candidatos a futuros IBEs. 

 

2.4 Os monoterpenos Carvacrol e Timol 

 

Carvacrol (5-isopropyl-2-methylphenol) e o Timol (2-isopropyl-5-methylphenol) 

Figura 2, são isômeros monoterpênicos naturais bastante conhecidos e presentes em diversos 

óleos essenciais de plantas medicinais (MEMAR et al., 2017). Esses terpenos possuem 

grande relevância clínica por apresentarem diversas bioatividades como atividade 

antibacteriana (GUIMARÃES et al., 2019; KACHUR; SUNTRES, 2019), antifúngica 

(CHAVAN; TUPE, 2014; MARCHESE et al., 2016), antioxidante (GÜVENÇ et al., 2019), 

anti-inflamatória (GAMES et al., 2016), inseticida (PARK et al., 2017) e anticarcinogênica 

(SHARIFI-RAD et al., 2018). Além disso, existe uma perspectiva positiva sobre a utilidade 

do Carvacrol e do Timol como modelos naturais para semissíntese farmacêutica de agentes 

terapêuticos (BOYE et al., 2020; SHARIFI-RAD et al., 2018).  

 

Figura 3: Estruturas químicas dos terpenos Carvacrol e Timol. 

 

 

 

 



26 
  

 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte:(MEMAR et al., 2017). 

 

Outro fator positivo desses isômeros é a sua ampla atividade antibacteriana, atuando 

sobre bactérias Gram-positivas e Gram-negativas (GUIMARÃES et al., 2019; MARCHESE 

et al., 2016), agindo nos mais diversos mecanismos de resistência, operando na inibição do 

crescimento de cepas bacterianas, na redução de biofilmes, no rompimento da membrana 

celular, na inibição de ATPases ligadas à membrana e principalmente sobre a inibição de 

bombas de efluxo (KACHUR; SUNTRES, 2019; SUNTRES; COCCIMIGLIO; ALIPOUR, 

2015). 

 

2.5 Staphylococcus aureus e a resistência mediada por NorA 

 

A bactéria Staphylococcus aureus é comumente encontrada na pele e nas membranas 

mucosas de animais de sangue quente, podendo existir comensalmente com humanos, como 

colonizador ou como patógeno (NEMEGHAIRE et al., 2014). Ao atuar como patógeno, S. 

aureus causa um processo infeccioso que pode ocorrer por duas vias, a produção de toxinas 

e a colonização, causando a invasão e a destruição dos tecidos do hospedeiro (YILMAZ; 

ASLANTAŞ, 2017).  

O processo infeccioso provocado por S. aureus, pode dar origem a patogenias graves, 

como bacteremias, endocardite, e infecções graves relacionadas a dispositivos protéticos 

(TONG et al., 2015). Outro agravante, é que a maioria das cepas disseminadas de S. aureus 

apresentarem resistência a maior parte dos antibióticos de uso clínico, como 

fluoroquinolonas, penicilina, vancomicina, tetraciclinas, β-lactâmicos e vários outros, 

dificultando o tratamento clínico, e aumentado expressivamente as taxas de morbidade e 

mortalidade e os custos relacionados à saúde (PAL et al., 2020).  
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Em decorrência dos problemas citados, S. aureus está listada pela OMS como um 

micro-organismo altamente virulento e com prioridade crítica para o desenvolvimento de 

novos fármacos que contenham seus mecanismos de resistência (TACCONELLI et al., 2018; 

WILLYARD, 2017), destes, as bombas de efluxo estão em notoriedade, pois provavelmente 

as mesmas atuam como importantes fatores de resistência aos antibióticos, impactando na 

virulência e até na formação de biofilmes (JANG, 2016; LAMUT et al., 2019; 

HASSANZADEH et al., 2020).  

Das bombas de efluxos expressas por S. aureus, 31 foram identificadas 

(SCHINDLER et al., 2015), destas, a proteína de efluxo NorA destaca-se por ser um alvo 

universal para uma infinidade de inibidores da bomba de efluxo (KUMAR et al., 2020). A 

proteína de efluxo NorA, foi descrita pela primeira vez em 1986 em isolados resistentes à 

fluoroquinolonas (UBUKATA; ITOH-YAMASHITA; KONNO, 1989). A bomba NorA, pertence 

à família MFS e está localizada na membrana citoplasmática das bactérias, sendo expressa 

cromossomicamente pelo gene norA (DENG et al., 2012; YOSHIDA et al., 1990). NorA é 

constituída por cerca de 388 aminoácidos, que compreendem 12 segmentos transmembrana 

α-hélices., com domínios N- e C-terminais dispostos numa pseudo-dupla simetria 

(BHASKAR et al., 2016; COSTA et al., 2019). 

 

Figura 4: Representação 3D da estrutura da bomba de efluxo NorA 

 

Fonte:(BHASKAR et al., 2016) 

 

Legenda: (A) Modelo de homologia da bomba de efluxo NorA com domínios N- e C-terminais 
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conectados por uma alça de conexão citoplasmática. (B) 12 transmembrana α-hélices. 

A bomba NorA, utiliza a força próton-motriz (H+/droga) para transportar diversos 

tipos de substratos estrutural e quimicamente diferentes, tais como, Fluoroquinolonas 

(Ciprofloxacina e Norfloxacino), Puromicina, Pentamidina, compostos de amônio 

quaternário e antissépticos (Berberina, Tetrafenilfosfônio, Cloreto de Benzalcônio, 

Tioxantiazinas e Cetrimida), Fenotioxamida e Omeprazol e terpenóides (Totarol, Ferruginol, 

Salvina e Ácido Carnósico), Reserpina e corantes (como Brometo de Etídio (EtBr), 

Rodamina, Acridinas e biocidas) (DEMARCO et al., 2007; KAATZ et al., 2003; 

NARGOTRA et al., 2009; PAPKOU et al., 2020).  

A bomba de efluxo NorA, foi a primeira proteína de efluxo resistente a fluoroquinolonas 

descoberta em S. aureus (TRUONG-BOLDUC; HOOPER, 2007; YOSHIDA et al., 1990) e devido 

a variedade de compostos antimicrobianos transportados por essa proteína, a mesma  e 

caracterizada como um modelo experimental eficaz, sendo utilizadas em estudos de 

homologia que visam desenvolver IBEs para S. aureus (BHASKAR et al., 2016; THAI et 

al., 2015), visto que NorA, encontra-se comumente expressa por cepas resistentes de S. 

aureus geograficamente diversas (KOSMIDIS et al., 2012).
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Resumo: A exposição indevida a antimicrobianos tem levado à aquisição e ao desenvolvimento de 

sofisticados mecanismos de resistência bacteriana, como bombas de efluxo, que são capazes de 

expelir ou reduzir a concentração intracelular de vários antibióticos, tornando-os ineficazes. 

Portanto, inibir esse mecanismo é uma forma promissora de minimizar os impactos causados pelo 

fenômeno da resistência bacteriana aos antibióticos. Nesse sentido, o presente estudo buscou avaliar 

a atividade dos terpenos Carvacrol (CAR) e Timol (THY) como possíveis inibidores de efluxo (IBEs), 

por meio da determinação da Concentração Inibitória Mínima (CIM) e da associação desses 

compostos em concentrações subinibitórias com o antibiótico Norfloxacino e com Brometo de Etídio 

(EtBr) contra as cepas SA-1199 (tipo selvagem) e SA-1199B (superexpressa NorA) de Staphylococcus 

aureus. Para verificar as interações dos terpenos com a proteína de efluxo, foi realizado um estudo 
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in silico de modelagem molecular. Os resultados do estudo revelaram que CAR e THY apresentam 

atividade bacteriana moderada e são capazes de reduzir a CIM do antibiótico Norfloxacino e do 

Brometo de Etídio em cepas de S. aureus portadoras da bomba de efluxo NorA. Os resultados de 

docking mostraram que esses terpenos atuam como possíveis inibidores competitivos de NorA e 

podem ser investigados como adjuvantes em terapias combinadas que visam reduzir a resistência. 

Palavras-chaves: terpenos; inibidores da bomba de efluxo; NorA; fluoroquinolonas 

 

1. Introdução 

 

Staphylococcus aureus está relacionada a uma ampla variedade de patologias invasivas que 

podem levar a um estado de bacteremia severa, algumas dessas doenças são endocardite, 

pneumonia, infecções ósseas, articulares e dos tecidos moles. As bacteremias causadas por S. aureus 

são uma das principais causas de mortalidade, tanto no ambiente hospitalar quanto no ambulatorial 

[1].  

A ampla variedade de mecanismos de resistência a agentes antimicrobianos de S. aureus torna 

seu potencial patogênico mais agravante [2]. Contudo, o mecanismo de bombas de efluxo expresso 

por este microrganismo se destaca por sua eficácia ao extrudar antibióticos de primeira linha e 

diversos agentes tóxicos para o meio extracelular, impactando diretamente sobre a eficácia desses 

compostos, promovendo a falha de antibioticoterapias [3]. 

Provavelmente as bombas de efluxo presentes em S. aureus, atuam como importantes 

mediadores de resistência a antibióticos de alto nível, impactando na virulência e até na formação de 

biofilmes [3–5]. Das bombas de efluxos apresentadas por S. aureus, 31 foram identificadas [6], destas, 

a proteína de efluxo NorA, destaca-se por ser comumente expressa em cepas geograficamente 

diversas de S. aureus [5], sendo caracterizada como principal modelo experimental na busca de 

agentes que funcionem como Inibidores de Efluxo (IBEs) [7]. 

A identificação de IBEs é uma estratégia promissora e necessária contra a resistência bacteriana, 

já que são capazes de restaurar a sensibilidade da bactéria ao antibiótico utilizado, e quando 

associados em concentrações com este último, podem potencializar a eficácia do mesmo aumentando 

seu espectro de ação [8]. Além disso, os IBEs também podem atuar minimizando a resistência 

adquirida e intrínseca, impedindo a formação de biofilmes e reduzindo a virulência de bactérias [9–

11). 

Alguns compostos que apresentam a capacidade de inibir a atividade das bombas de efluxo já 

foram descritos pela literatura, entretanto, singularidades como pouca estabilidade molecular, baixa 

seletividade do alvo de ação, limitada biodisponibilidade, alta citotoxicidade e fracos efeitos 

farmacológicos, impedem o uso clínico desses inibidores [12]. 

Apesar desses desafios, é notória a urgência de estudos que possibilitem a descoberta de 

compostos de baixo peso molecular, que possam ser coadministrados com os antibióticos 

convencionais, a fim de bloquear os sistemas de efluxo de múltiplas drogas [13], visto que o uso 

desses inibidores pode proporcionar a recuperação da atividade antibiótica de drogas consideradas 

ineficazes para tratamento de infecções bacterianas, sendo de extrema importância para a saúde 

pública [14]. 

Os isômeros Carvacrol (CAR) e Timol (THY) são fitoconstituintes majoritários de diversas 

plantas aromáticas [15], sendo utilizados na indústria alimentícia e cosmética como agentes 

aromatizantes e conservantes em decorrência de suas características antimicrobianas, antioxidantes 

e bons perfis toxicológicos [16–18]. Esses terpenos também apresentam moderada atividade 
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antibacteriana intrínseca, sobre uma extensa variedade de cepas microbianas [19], apresentando 

baixo peso molecular [20]. Essas são características importantes de candidatos a futuros IBEs [4], 

supondo que esses compostos possam agir como inibidores de NorA em cepas de S. aureus, 

possibilitando a diminuição da Concentração Inibitória Mínima (CIM) de compostos antibacterianos, 

atuando como uma possível alternativa terapêutica. 

Portanto, o objetivo do presente estudo foi avaliar a atividade direta de Carvacrol (CAR) e Timol 

(THY) e a associação desses compostos em concentrações subinibitórias com o antibiótico de uso 

padrão Norfloxacino e com o Brometo de Etídio, contra as cepas SA-1199 (selvagem) e SA-1199B 

(superexpressa NorA) de Staphylococcus aureus portadoras dos genes de resistência norA, as quais 

expressam a proteína de efluxo NorA. Um estudo de Modelagem molecular também foi realizado 

para avaliar o efeito in silico das interações dos terpenos CAR e THY com a proteína de efluxo NorA 

 

2. Resultados 

2.1. Atividade antibacteriana por concentração inibitória mínima (CIM) 

Conforme verificado no presente estudo, os terpenos CAR e THY obtiveram um MIC 

equivalente contra as duas cepas de S. aureus testadas, com ambos os terpenos mostrando uma 

atividade antibiótica moderada, com valores de CIM de 256 µg/mL contra o SA-1199 (tipo selvagem) 

e cepas SA-1199B (superexpressa NorA). Quanto ao antibiótico Norfloxacino, foi verificada uma CIM 

de 64 µg/mL para a cepa SA-1199 (tipo selvagem) e 128 µg/mL para a cepa SA-1199B (superexpressa 

NorA), demostrando que a cepa que superexpressa NorA é menos sensível ao antibiótico do que o 

tipo selvagem, que expressa NorA de forma basal. Com relação ao inibidor padrão cianeto de 

Carbonil m-clorofenil hidrazona (CCCP), foi demostrada uma CIM de 8 µg/mL para a cepa SA-1199 

(tipo selvagem) e 16 µg/mL para SA-1199B (superexpressa NorA), revelando que as cepas têm alta 

sensibilidade a este composto. Já o inibidor clorpromazina (CPMZ) obteve CIM ≥ 1024 µg/mL, para 

as duas estirpes, indicando a ausência de atividade direta relevante contra cepas de S. aureus 

portadoras da bomba de efluxo NorA. 

2.2. Avaliação da inibição da bomba de efluxo NorA pela redução das CIMs de Norfloxacino e Brometo de Etídio 

(EtBr) 

Em relação à modificação da CIM dos substratos Norfloxacino e EtBr por associação com CAR 

e THY em Concentração Subinibitória (CIM/8) Tabela 1, observou-se que tanto CAR quanto THY, 

reduziram significativamente a CIM do Norfloxacino para a cepa SA-1199 (tipo selvagem), levando 

a uma diminuição de 64 µg/mL para 32 µg/mL (2x). O mesmo efeito adjuvante também foi observado 

para ambos os terpenos contra a cepa SA-1199B (superexpressa NorA), reduzindo a CIM do 

Norfloxacino de 128 µg/mL para 64 µg/mL (2x), indicando que CAR e THY potencializaram a eficácia 

do Norfloxacino, aumentando a sensibilidade das cepas de S aureus ao antibiótico. 

Tabela 1. Avaliação da capacidade de modificação da CIM pela associação de Norfloxacino e EtBr com CAR e 

THY e com os inibidores padrão CPMZ e CCCP contra cepas s de S. aureus portadoras de NorA 
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Substratos 

Redução de X vezes na 

CIM do substrato na 

presença do inibidor 

CIM (µg/mL) 

SA-1199 SA-1199B 

Norfloxacino 64 128 

CPMZ + Norfloxacino 28,51 (2,3x) 64 (2x) 

CCCP + Norfloxacino 25,39 (2,5x) 64 (2x) 

Carvacrol + Norfloxacino 32 (2x) 64 (2x) 

Timol + Norfloxacino 32 (2x) 64 (2x) 

   

EtBr 32 80,63 

CPMZ + EtBr 5,04 (6,3x) 64 (1,3x) 

CCCP + EtBr 11,31 (2,8x) 20,16 (4x) 

Carvacrol + EtBr 25,39 (1,3x) 64 (1,3x) 

Timol + EtBr 16 (2x) 64 (1,3x) 

 

Em relação à associação com o inibidor padrão CPMZ, foi observada uma redução de 64 µg/mL 

para 28,51 µg/mL (2,3x) na CIM do Norfloxacino contra a cepa SA-1199 (tipo selvagem) e de 128 

µg/mL para 64 µg/mL (2x), contra SA-1199B (superexpressa NorA), enquanto a associação com o 

inibidor padrão CCCP, reduziu a CIM do Norfloxacino de 64 µg/mL para 25,39 µg/mL (2,5x), contra 

SA-1199 (tipo selvagem) e de 128 µg/mL a 64 µg/mL (2x), contra a cepa SA-1199B (superexpressa 

NorA), exibindo uma redução semelhante à dos terpenos CAR e THY para esta cepa. Em relação ao 

EtBr, observou-se que a associação com CAR modificou moderadamente a CIM do mesmo contra 

SA-1199 (tipo selvagem), promovendo uma redução de 32 µg/mL para 25,4 µg/mL (1,3x). 

Na associação com o inibidor padrão CPMZ, a redução da CIM do EtBr foi de 32 µg/mL para 

5,04 µg/mL (6,3x), contra SA-1199 (tipo selvagem) e de 80,63 para 64 µg/mL (1,3x), contra SA-1199B 

(superexpressa NorA). Já na associação com o CCCP, foi verificada uma redução na CIM do EtBr de 

32 µg/mL para 11,31 µg/mL (2,8x), contra SA-1199 (tipo selvagem) e de 80,63 para 20,16 µg/mL (4x), 

contra SA-1199B (superexpressa NorA). Esses resultados demonstram que, assim como os inibidores 

padrão CPMZ e CCCP, tanto CAR quanto THY foram capazes de reduzir a CIM dos substratos 

Norfloxacino e EtBr, potencializando a eficácia desses compostos contra as cepas de S. aureus SA-

1199 (selvagem -tipo) e SA-1199B (superexpressa NorA). 

2.3. Resultados do Docking 

A triagem in silício como um procedimento de docking, tem sido uma técnica poderosa para 

identificar compostos líderes efetivos em muitos alvos farmacológicos. Os resultados presentes na 

Tabela 2, mostraram uma afinidade de ligação significativa para os compostos testados, com faixa de 

pontuação MolDock de -66,95 a -126,901 kcal/mol contra NorA. Os diferentes ligantes foram 

ancorados profundamente na região de bolsa de ligação, formando ligações Van der Waals (VdW), 
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Ligações de hidrogênio (HBond) e outras interações apolares entre os sítios de ligação dos receptores 

e os ligantes que interagem. 

A classificação das seleções de pose (conformações) foi realizada com base nos scores do dock, 

energias de interação, energia HBond, VdW e número de ligações de hidrogênio. Então, podemos 

assumir que quanto mais negativos forem os valores de energia de ligação previstos, mais estável é 

a energia de ligação termodinamicamente favorável, contribuindo para a estabilidade do complexo 

proteína/ligante. 

Tabela 2. Energia dos compostos ancorados obtidos a partir de estudos de ancoragem molecular. 

Ligantes 
MolDock Score 

(kcal/mol) 

Interações 

(kcal/mol) 

HBond 

(kcal/mol) 
LE 

EtBr -126,84 -154,23 -1,88 -2,64 

CPMZ -110,55 -118,24 0 -1,52 

CCCP -90,66 -95,363 -4,74 -5,39 

THY -85,10 -93,46 -2,5 -6,12 

CAR -67,16 -76,79 -2,5 -5,42 

LE = Eficiência do ligante calculada a partir do score Moldock. Hbond = energia das 

interações das ligações de hidrogênio. 

A fim de mapear os aspectos qualitativos dos estudos de docking molecular, observamos diferentes 

interações moleculares, por interação hidrofóbica, hidrofílica e eletrostática presentes no sítio de 

ligação. A região de ligação é formada principalmente como uma bolsa hidrofóbica, com a parede 

interna sendo formada pelas cadeias laterais de aminoácidos glicina (Gly), alanina (Ala), valina (Val), 

leucina (Leu), isoleucina (Ile) e fenilalanina (Phe).  

O interior da bolsa de ligação é predominantemente apolar, mas contém dois aglomerados de 

resíduos polares, sendo um interno voltado para o fundo da bolsa (Tyr243, Ser223), Figura 3. No 

entanto, Carvacrol (CAR) e Timol (THY) exibem interação semelhantes com o local de ligação NorA 

por meio de âncoras com Gly303, Ser223, Ile302, Ala222, Leu225, Phe367, Gly226, Leu230, Leu296, 

Ala300, Tyr243, Leu286, que também estão presentes com os inibidores específicos CCCP e 

Clorpromazina (CPMZ). 
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Figura 1. Representação do Mapa de interação com bolsa de ligação da proteína de efluxo NorA: (A) CAR, 

(B) THY, (C) CCCP e (D) CPMZ  

3. Discussão 

 

Considerando que praticamente todos os antibióticos, são atualmente suscetíveis ao mecanismo 

de bomba de efluxo, a identificação de biomoléculas capazes de inibir esse mecanismo tornou-se uma 

estratégia válida na tentativa de minimizar os danos causados pela resistência bacteriana [4,21-23]. 

Os terpenos CAR e THY, são conhecidos por suas diversas bioatividades, incluindo atividade 

antibacteriana contra bactérias Gram-positivas e Gram-negativas [24], despertando interesse no uso 

potencial desses agentes contra à resistência bacteriana aos antibióticos, por meio da inibição de 

mecanismos de resistência como bombas de efluxo [19,25]. Além disso, há uma perspectiva positiva 

sobre a utilidade de CAR e THY como modelos naturais para semissíntese farmacêutica de agentes 

terapêuticos [26,27]. 

Conforme avaliado neste estudo, tanto CAR quanto THY, apresentaram atividade 

antibacteriana intrínseca moderada contra as cepas SA-1199 e SA-1199B de S. aureus portadoras da 

proteína de efluxo NorA. No entanto, para possíveis candidatos a IBEs um efeito antibacteriano 

moderado é visto como uma vantagem, pois evita que os efeitos antibacterianos e inibitórios do 

mecanismo de efluxo se sobreponham [28]. 

Além disso, vários estudos relacionam a atividade antibacteriana de CAR e THY à presença de 

um grupo Hidroxila (Grupo OH) localizado no carbono 1 (C1) desses terpenos, por ser altamente 

reativo, formando ligações de hidrogênio com sítios enzimáticos-alvo ativos, inativando-os e, 

consequentemente, induzindo a disfunção ou ruptura da membrana celular, o que resulta na morte 

da célula bacteriana [24,26,29–32]. 

Esses achados corroboram os observados no presente estudo, uma vez que a proteína de efluxo 

NorA atua transportando substratos através da membrana, usando gradientes de íons como força 

próton-motriz [33,34]. Além disso, o grupo OH e a presença de um grupo de elétrons deslocalizados 

(ligações duplas), permitem que CAR e THY atuem como um trocador de prótons, reduzindo o 
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gradiente de íons através da membrana citoplasmática, resultando na perda da força próton-motriz 

e a perda de ATP, levando à morte celular [35]. 

Essas interações poderiam explicar a atividade direta do CAR THY contra cepas bacterianas que 

expressam o mecanismo de efluxo, como as avaliadas no presente estudo, visto que proteínas de 

efluxo, como NorA, também desempenha funções fisiológicas importantes para a célula bacteriana 

[34,36], desempenhando um papel significativo no equilíbrio osmótico celular, e na manutenção do 

gradiente de prótons [37]. 

A combinação de vários medicamentos tem sido eficaz no uso clínico para o tratamento de 

infecções bacterianas graves. Essa conquista é alcançada através da associação de um ou mais 

antibióticos para uso clínico [38]. Portanto, futuros tratamentos realizados através de combinações 

de antibióticos com produtos naturais de origem vegetal, podem se tornar a melhor estratégia para 

inibir diversos mecanismos de resistência bacteriana, visto que essas pequenas moléculas quando 

associadas ao antibiótico, podem atuar em múltiplos alvos promotores de resistência [39], incluindo 

bombas de efluxo. Esta informação é corroborada por dados do The Pew Charitable Trusts [40], que 

revelaram que dos 13 tratamentos com antibióticos em testes de fase III, 04 tratamentos são 

combinações de antibióticos com pequenas moléculas destinadas a superar a resistência bacteriana 

através da inibição de mecanismos de resistência. 

Os ensaios realizados no presente estudo mostraram que CAR e THY foram capazes de reduzir 

a CIM do Norfloxacino contra as cepas de S. aureus SA-1199 (tipo selvagem) e SA-1199B 

(superexpressa NorA) demonstrando uma relação de sinergia, tornando essas estirpes mais 

suscetíveis aos efeitos do antibiótico, tabela 1. 

Os potenciais efeitos sobre a CIM de antibióticos de uso padrão em associações com CAR e THY, 

já foram verificados em cepas de S. aureus que expressoras do mecanismo de bomba de efluxo NorA. 

No entanto, os resultados do presente estudo divergem dos observados por Cirino et al. [41] para a 

cepa SA-1199B (superexpressa NorA), no qual foi verificado, que a CIM do Norfloxacino não foi 

modificada em associações do mesmo com CAR e THY em concentrações subinibitórias (CIM/4). 

Atividade semelhante, também foi o observada por Cirino et al. (2015) quando CAR e THY foram 

associados a Ciprofloxacina contra a Cepa de S. aureus RN-4220 portadora da bomba MsrA. 

Entretanto, verificou-se no mesmo estudo que as associações do CAR e THY com a Tetraciclina 

potencializaram a eficácia da mesma contra a cepa de S. aureus IS-58, reduzindo a CIM desse 

antibiótico de 64 µg/mL para 32 µg/mL. 

Embora o estudo de Cirino et al. [41] discorde dos achados do presente estudo para a cepa SA-

1199B, os autores não definiram a CIM de CAR e THY usada em concentrações subinibitórias, para 

avaliar sua atividade modificadora da CIM dos antibióticos contra a cepa SA-1199B, portanto, não é 

possível verificar a diferença entre os dois estudos. No entanto, a inibição da expressão do gene norA, 

que codifica a bomba de efluxo NorA, foi verificada contra cepas clínicas de S. aureus em um estudo 

que avaliou a atividade do extrato de Thymus vulgaris, na redução da CIM da ciprofloxacina e na 

inibição de bomba de efluxo NorA, o qual continha CAR (6,47%) e THY (3,04%), entre seus principais 

fitoquímicos [42]. 

Além disso, estudos de lipofilicidade demostraram que CAR e THY são capazes de permear as 

membranas fosfolipídicas, assim, esses terpenos podem interagir com componentes intracelulares 

importantes, desse modo subentende-se que estes compostos podem facilitar a penetração do 

antibiótico no interior da célula bacteriana promovendo a comunicação desse agente tóxico com 

componentes essenciais ao funcionamento da bactéria [43] 

De acordo com Maia et al. [44], a lipofilicidade dos terpenos é uma característica comum de 

vários IBEs, que pode comprometer a integridade dos fosfolipídios e afetar proteínas incorporadas à 

membrana bacteriana, como as que formam as bombas de efluxo [45]. Esses achados podem explicar 
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o aumento da sensibilidade das cepas SA-1199 (tipo selvagem) e SA-1199B (superexpressa NorA) 

promovido pela associação de terpenos com substratos, Norfloxacino e EtBr. 

O EtBr, tem sido amplamente utilizado como um substrato modelo para testes de verificação de 

bomba de efluxo [46-49]. Além disso, o EtBr é caracterizado como um substrato bem conhecido da 

proteína de efluxo NorA [50,51], que é capaz de se interpor com DNA de bactérias e como 

consequência causar a morte celular. Para evitar que isso ocorra, proteínas de efluxo como NorA, são 

ativadas e expelem EtBr do meio intracelular. Este processo também ocorre com outras substâncias 

tóxicas, como antibióticos [52]. 

No presente estudo observou-se que os terpenos CAR e THY promovem a redução da CIM do 

EtBr, aumentando a eficiência deste substrato contra cepas de S. aureus portadoras da bomba de 

efluxo NorA, tabela 1. Corroborando com os resultados do presente estudo, Miladi et al. [19] 

demonstraram através de ensaios de fluorescência, o efeito promissor de CAR e THY na inibição do 

efluxo do EtBr contra cepas de S. aureus ATCC 25923, Escherichia coli ATCC 35218, Salmonella 

enteritidis e Salmonella typhimurium LT2 DT104, utilizando concentrações inibitórias que variaram de 

250 µg/mL a 500 µg/mL. 

Estudos anteriores, destacaram que CAR e THY são capazes de romper a membrana 

citoplasmática das células bacterianas, causando a eliminação e inibição da circulação de íons e 

consequentemente a redução da força próton-motriz [29,53-55]. Como a ativação de NorA está ligada 

diretamente a força próton-motriz [56], CAR e THY podem estar atuando por esta via, podendo 

também causar alterações no ambiente intracelular, corrompendo a integridade da membrana 

bacteriana [57]. 

A análise in silico é usada para identificar as interações moleculares entre o IBEs e a bomba de 

efluxo. O acoplamento molecular, ajuda a entender como os IBEs bloqueiam o transporte de 

moléculas antibacterianas por bombas de efluxo [58]. A compreensão dessas interações permite que 

os IBEs sejam modificados, visando uma interação mais eficaz entre as bombas de efluxo alvo e os 

possíveis candidatos a inibidores, causando a inibição mais eficiente da proteína de efluxo [59]. 

Os resultados de docking mostraram que CAR e THY atuam em competição com os substratos 

Norfloxacino e EtBr pelos sítios de ligação de NorA e podem ser investigados como adjuvantes em 

terapias combinadas destinadas a combater a resistência. Assim, pode-se argumentar que essas 

substâncias dificultam a ligação do Norfloxacino e EtBr a NorA, podendo ser excretadas da célula 

bacteriana no lugar desses substratos. De acordo com Aron; Opperman, [60] é provável que alguns 

inibidores se liguem à bolsa hidrofóbica com maior afinidade do que os substratos de efluxo, 

permitindo-lhes evitar a ligação do substrato a bomba, o que justificaria o mecanismo competitivo de 

CAR e THY. 

Os dados da literatura corroboram os resultados apresentados, levantando a hipótese de que a 

hidrofobicidade é uma característica essencial que resulta na estabilização da formação de um 

complexo de diferentes classes de compostos capazes de interferir na funcionalidade da bomba de 

efluxo por meio de interações hidrofóbicas e flexíveis de hidrogênio [6,61–63]. É notório, que as 

interações hidrofóbicas e flexíveis de hidrogênio desempenham um papel importante na 

estabilização dos ligantes na interface de ligação, otimizando a estabilidade do ligante ao local alvo, 

ajudado a aumentar a afinidade de ligação e a eficácia do complexo proteína/ligante [64]. 

 

4. Materiais e Métodos  

4.1. Cepas bacterianas 

As cepas de S. aureus utilizadas foram: SA-1199 (tipo selvagem) e SA-1199B (superexpressa 

NorA), que expressam a proteína de efluxo NorA resistente a substratos da classe das 
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fluoroquinolonas, como Norfloxacino [65] e corantes de DNA intercalantes, tais como EtBr [66]. As 

cepas foram fornecidas pelo Prof. S. Gibbons (University of London, Malet St, Bloomsbury, London WC1E 

7HU, UK), sendo mantidas em ágar sangue (Laboratories Difco Ltda., São Paulo-SP, Brasil) e, antes 

dos experimentos, foram cultivados por 24 h a 37 °C em Brain Heart Infusion-Agar (BHI-Agar, 

Acumedia Manufacturers Inc.)  

4.2. Meios de cultura 

Para realização dos testes microbiológicos foram utilizados os meios de cultura: Brain Heart 

Infusion (BHI)-Agar (BHI, Acumedia Manufacturers Inc.). Preparado de acordo com o fabricante e 

Brain Heart Infusion-BHI (Acumedia Manufacturers Inc.) preparado na concentração de 10 %. 

4.3. Substâncias 

A Clorpromazina (CPMZ) e o Brometo de Etídio (EtBr) foram dissolvidos em água destilada 

estéril, enquanto o Carbonilcianeto m-clorofenil-hidrazona (CCCP) foi dissolvido em metanol/água 

(1:3, v/v). O Norfloxacino, assim como o Carvacrol (CAR) e o Timol (THY), foram diluídos em 

dimetilsulfóxido (DMSO) e em água estéril. Todas as substâncias foram diluídas para uma 

concentração padrão de 1024 µg/mL. A proporção de DMSO usado foi inferior a 5%. Nos testes de 

obtenção do CIM, a cada microdiluição a concentração de DMSO foi reduzida pela metade, estando 

presente em cada poço das placas nas seguintes proporções: 2,5%, 1,25%, 0,625%, 0, 3125%, 

0,155625%, 0,078125%, 0,0390625%, 0,01953125%. Nos testes de associação dos terpenos com 

Norfloxacino e EtBr, a proporção de DMSO foi de 0,16% em todos os poços das placas. 

4.4. Determinação da Concentração Inibitória Mínima (CIM) 

As cepas utilizadas nos ensaios foram semeadas 24h antes dos experimentos. Após esse período, 

o inóculo bacteriano foi suspenso em solução salina, correspondendo a 0,5 na escala de McFarland, 

aproximadamente 1,5 x 108 (UFC)/mL. Os Eppendorfs® foram então preenchidos com 900 µL de BHI 

e 100 µL do inóculo e as placas foram preenchidas com 100 µL da solução final. A microdiluição foi 

realizada com 100 µL em diluições seriadas até o penúltimo poço da placa (1:1), sendo este último 

utilizado como controle de crescimento. As concentrações dos compostos variaram de 512 µg/mL a 

8,0 µg/mL. Após 24 h de incubação, as leituras foram realizadas adicionando Resazurina (7-hidroxi-

10-oxidofenoxazin-10-ium-3-ona) na concentração de 400 µg/mL. A resazurina foi oxidada na 

presença do meio ácido causado pelo crescimento bacteriano, promovendo a mudança da cor do azul 

para o rosa [67]. A CIM foi definida como a concentração mais baixa em que nenhum crescimento 

pode ser observado [68]. Os testes foram realizados em triplicata. 

4.5. Avaliação da inibição da bomba de efluxo por modificação da CIM do Norfloxacino e do Brometo de Etídio 

(EtBr) 

Para observar se CAR e THY, atuam como potenciais inibidores da bomba de efluxo NorA, foi 

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

avaliando a capacidade de ambos em diminuir a CIM de EtBr e do antibiótico Norfloxacino. Os 

inibidores padrão, CCCP (concentração de 2 µg/mL para SA-1199B e 1 µg/mL para SA-1199) e CPMZ 

(concentração de 128 µg/mL para SA-1199B e SA-1199) foram usados para fornecer a expressão de a 

bomba NorA pelas cepas testadas. A inibição da bomba de efluxo foi testada usando uma 

concentração subinibitória (CIM/8) dos inibidores e CAR e THY. Nos testes, 170 µL de cada inóculo 

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

aproximadamente 1,5 x 108 (CFU)/mL, foi adicionado junto com os inibidores e CAR e THY (CIM/8) 
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e completado com BHI Eppendorf®. Estes foram então transferidos para placas de microdiluição de 

96 poços, às quais, 100 µL de antibiótico ou EtBr foram adicionados em diluições em série (1:1) 

variando de 512 a 0,25 µg/mL. As placas foram incubadas a 37 ºC por 24h e o crescimento bacteriano 

foi avaliado com resazurina (7-hidroxi-10-oxidofenoxazin-10-ium-3-ona) na concentração de 400 

µg/mL. A resazurina foi oxidada na presença de um meio ácido causado pelo crescimento bacteriano, 

causando a mudança de cor de azul para rosa [67]. A CIM foi definida como a concentração mais 

baixa em que nenhum crescimento pode ser observado [68]. A CIM dos controles foi avaliada 

utilizando apenas placas com antibiótico Norfloxacino e com EtBr. 

4.6. Controle negativo 

Para o controle negativo, foram utilizadas as últimas fileiras das cavidades da placa de 

microdiluição, onde foram adicionados apenas o meio de cultura e o inóculo bacteriano, sem adição 

das substâncias testadas, tendo em vista a formação máxima do número de colônias bacterianas, além 

de comprovar que o inóculo foi adicionado corretamente ao Eppendorfs®. No entanto, esses números 

não foram somados as tabelas de resultados devido à impossibilidade de mensurar o número de 

colônias formadas em um período de 24 horas após os testes microbiológicos. Porém, após esse 

período, foi constatada a presença de bactérias vivas com adição de 20 µL de Resazurina nos últimos 

poços da placa de microdiluição. 

4.7. Docking  

Neste estudo, um procedimento de docking molecular foi realizado usando o programa Molegro 

Virtual Docker (MVD). O procedimento foi avaliado automaticamente usando o algoritmo de 

previsão de cavidade baseado em grade. O procedimento flexível teve os ângulos de torção nas 

cadeias laterais, em torno de 5 Å do centro do local de ligação que foram modificados, enquanto o 

resto da coluna foi mantido rígido. Os protocolos usados no procedimento de docking contemplam o 

otimizador MolDock como um algoritmo de busca, as execuções foram configuradas para 10, o 

tamanho máximo da população de 50, iteração máxima de 2000 com fator de escala de 0,50 e taxa de 

crossover de 0,90. As poses selecionadas foram definidas com um valor padrão de 10. Todos os 

encaixes foram realizados em 1,0 Å limiar do desvio de média quadrática (RMSD). 

4.8. Analise estatística 

Os resultados dos testes foram expressos como a média geométrica. A análise de hipótese 

estatística foi aplicada usando Two-Way ANOVA, seguido do teste post hoc de Bonferroni, eventuais 

discrepâncias foram submetidas ao teste T de Student para a validação do resultado usando o software 

GraphPad Prism 7.0. 

 

5. Conclusão 
 

Os resultados demostraram que os terpenos Carvacrol e Timol apresentaram moderada 

atividade antibacteriana contra as cepas resistentes de Staphylococcus aureus, SA-1199 (selvagem) e 

SA-1199B (superexpressa NorA). Além disso, tanto Carvacrol quanto Timol foram capazes de 

potencializar a CIM do antibiótico Norfloxacino e do Brometo de etídio, aumentando a eficácia desses 

substratos contra as cepas de S. aureus que expressam NorA. Os resultados do docking demostraram 

o possível mecanismo molecular responsável pelas interações do Carvacrol e do Timol com a bolsa 

de ligação da proteína de efluxo NorA, corroborando que possivelmente esses terpenos atuam como 

inibidores competitivos de NorA. Esses achados, enfatizam a importância de pesquisas voltas ao uso 

de produtos naturais como alternativas terapêuticas contra a resistência bacteriana, ressaltando o 
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potencial farmacêutico de Carvacrol e Timol como promissores inibidores da bomba de efluxo NorA, 

visando o possível futuro uso desses compostos como adjuvantes de antibióticos em terapias que 

tratem infecções bacterianas. 
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Lista de Abreviações 

 

Ala Alanina 

BHI Brain Heart Infusion Broth 

BHI-Agar Brain Heart Infusion-Agar 

CAR Carvacrol 

CCCP Carbonil Cianeto m-Clorofenil-Hidrazona 

CPMZ Clorpromazina 

DMSO Dimetilsulfóxido 

IBEs Inibidores de bomba de efluxo 

EtBr Brometo de Etídio 

Gly Glycina 

HBond Ligações de hidrogênio 

Ile Isoleucina 

Leu Leucina 

CIM Concentração Inibitória Mínima 

Phe Fenilalanina 

RMSD Desvio de raiz quadrada média 

THY Timol 

Val Valina 
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4. CAPÍTULO III: CONSIDERAÇÕES FINAIS 

 

4.1 Conclusões gerais 

 

 Os terpenos Carvacrol e Timol, apresentam atividade antibacteriana em cepas de 

Staphylococcus aureus, portadoras da Bomba de Efluxo NorA; 

 Carvacrol e Timol, são capazes de reduzir a CIM do antibiótico de uso padrão 

Norfloxacino e do Brometo de etídio; atuando como potenciais inibidores da bomba 

de efluxo NorA; 

  A inibição da bomba NorA pelos terpenos Carvacrol e Timol, possivelmente ocorre 

através de interações competitivas com os substratos de NorA, pelos mesmos sítios 

de ligação a essa proteína de efluxo. 

 

4.2 Perspectivas de investigações futuras 

 

É esperado a realização de ensaios de PCR em Tempo Real, com o objetivo de 

verificar a capacidade de Carvacrol e Timol de inibirem a proteína de efluxo NorA através 

da inibição da expressão gênica do gene norA. Também é esperado, a realização de ensaios 

de dinâmica molecular para investigar os mecanismos de ação de Carvacrol e Timol, 

utilizando a membrana bacteriana como modelo alvo da ação indireta desses terpenos na 

inibição da bomba de efluxo NorA. Assim como, a realização de análises por microscopia 

eletrônica, com o objetivo de verificar danos na estrutura bacteriana principalmente na 

membrana. Pretende-se também, avaliar a performance in vivo dos terpenos Carvacrol e 

Timol em modelos de infecção como o Danio rerio, conhecido. Bem como, a realização de 

ensaios de toxicidade em embriões deste modelo, devido a presença de genes homólogos aos 

de humanos, compreendendo um excelente modelo experimental para a avaliação in vivo de 

infecções causadas por bactérias e avaliação da toxicidade de possíveis candidatos a 

inibidores de bombas de efluxo. 
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5. ANEXOS 

 

5.1 Produção científica ligada ao mestrado 
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5.2 Produção científica externa ao mestrado 

Currículo lattes: http://lattes.cnpq.br/4805782928575895 

 

Artigos publicados 
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