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RESUMO 

 

A utilização contínua de antibióticos levou o homem a temer, mais uma vez, as bactérias, 

tornando as infecções causadas pelas mesmas problemas de saúde pública. O uso inadequado 

desses fármacos promoveu um ambiente adequado para a seleção de cepas resistentes a 

antibióticos, ocorrendo essa resistência bacteriana através de mecanismos moleculares de 

resistência, dentre os quais estão a enzima β-lactamase e as bombas de efluxo. Devido a isso, 

a necessidade de encontrar inibidores de mecanismos de resistência vem aumentando 

gradativamente, sendo direcionada para compostos naturais isolados, como o Terpinoleno. 

Esse composto é um monoterpeno que possui várias atividades biológicas, mas há uma falta 

de informações referente a sua atividade antibacteriana. Este trabalho buscou avaliar a 

atividade antibacteriana do Terpinoleno contra a cepa de S. aureus K4100, portadora de 

bomba de efluxo QacC e β-lactamase, bem como avaliar a sua toxicidade no artrópode 

modelo Drosophila melanogaster. A determinação da Concentração Inibitória Mínima (CIM) 

foi realizada por microdiluição em caldo. A inibição de bomba de efluxo foi avaliada por 

redução do Brometo de Etídio (BrEt), utilizando uma CIM subinibitória. A inibição de β-

lactamase foi analisada por redução de CIM subinibitória da Oxacilina. A toxicidade foi 

verificada pelos parâmetros de mortalidade e ensaio locomotor em D. melanogaster. Os 

resultados demonstraram que o Terpinoleno não apresentou atividade antibacteriana direta 

(CIM ≥ 1024 µg/mL). No entanto, quando associado com a Oxacilina (161,26 para 71,83 

µg/mL), apresentando uma diminuição de mais de 50% e BrEt (45,25 para 32 µg/mL) 

reduzindo a CIM em aproximadamente 30%, foi observado redução da CIM, possivelmente 

uma inibição de β-lactamase e bomba de efluxo, evidenciando, o aumento da atividade do 

antibiótico. O composto apresentou mortalidade de D. melanogaster, com uma EC50 no valor 

de 34,6 µL/L em 12 horas de exposição. Além disso, apresentou dano no aparelho locomotor 

a partir da segunda hora de exposição, tendo o efeito aumentando de forma concentração-

dependente. Conclui-se que o Terpinoleno apresenta capacidade de aumentar a atividade do 

antibiótico e do BrEt, através de uma possível inibição de β-lactamase e bomba de efluxo, 

respectivamente. Assim como toxicidade relevante, apresentando dano ao aparelho locomotor 

e mortalidade significativa. 
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ABSTRACT 

The irrational use of antibiotics has led man to fear, once again, bacteria, making 

infections caused by the same public health problems. The inappropriate use of these drugs 

promoted an adequate environment for the selection of antibiotic-resistant strains, occurring 

this bacterial resistance through molecular resistance mechanisms, among which are the β-

lactamase enzyme and efflux pumps. The need to find inhibitors of resistance mechanisms is 

gradually increasing, being directed to isolated natural compounds, such as Terpinolene. This 

compound is a monoterpene that has several biological activities, but there is a lack of 

information regarding its antibacterial activity. This work sought to evaluate the antibacterial 

activity of Terpinolene against the S. aureus K4100 strain, which carries a QacC and β-

lactamase efflux pump, as well as to evaluate its toxicity in the model arthropod Drosophila 

melanogaster. The determination of the Minimum Inhibitory Concentration (MIC) was 

performed by microdilution in broth. The efflux pump inhibition was evaluated by reduction 

of the subinhibitory MIC of Ethidium Bromide (BrEt). The inhibition of β-lactamase was 

analyzed by reducing subinhibitory MIC of Oxacillin. Toxicity was verified by the parameters 

of mortality and locomotor assay in D. melanogaster. The results showed that Terpinolene did 

not show direct antibacterial activity (MIC ≥ 1024 µg /mL). However, when associated with 

Oxacillin (161.26 to 71.83 µg / mL) showing a decrease of more than 50% and BrEt (45.25 to 

32 µg / mL) reducing MIC by approximately 30%, a reduction in MIC was observed, possibly 

an inhibition of β-lactamase and an efflux pump, evidencing the increased activity of the 

antibiotic. The compound showed mortality from D. melanogaster, with an EC50 of 34.6 µL / 

L in 12 hours of exposure. In addition, it presented damage to the locomotor system after the 

second hour of exposure, with the effect increasing in a concentration-dependent manner. It is 

concluded that Terpinolene has the capacity to increase the activity of antibiotic and BrEt, 

through a possible inhibition of β-lactamase and efflux pump, respectively. As well as 



 
 

relevant toxicity, presenting damage to the locomotor system and significant mortality. 
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1. INTRODUÇÃO GERAL 

 

1.1 Objetivos e Questionamentos  

A resistência bacteriana a antibióticos torna-se um problema que preocupa a todos no 

mundo, podendo atingir todas as classes socioeconômicas, sendo identificado como um 

problema de saúde pública (BOUGNOM et al., 2020). As infecções por bactérias 

multirresistentes estão aumentando e a uma grande preocupação relacionada ao retorno da 

humanidade à era pré-antibiótica, já que se estima que em 2050 os casos de mortes 

relacionadas a infecções cheguem a 10 milhões ultrapassando, assim, mortes por câncer 

(KRAKER et al., 2016). A globalização interfere diretamente no aumento da propagação 

dessas doenças, no Brasil há uma preocupação ainda maior, por ser um país emergente e pelos 

índices já ocuparem a quarta posição de mortalidade (TEIXEIRA et al., 2019). 

Há inúmeras causas relacionadas ao surgimento da resistência bacteriana, as principais 

são uso inadequado de antibióticos, como a utilização em excesso e o não cumprimento da 

terapia antibacteriana de forma completa, que se dá pela falta de conhecimento e pelo 

descuido no controle de infecções que levam a ineficiência do tratamento, já que esses 

medicamentos são utilizados tanto em tratamentos quanto em profilaxia de doenças e 

procedimentos cirúrgicos (BELLO; DINGLE, 2018).   

Estima-se que países em desenvolvimento ou subdesenvolvidos, tendem a sofrer mais 

que países desenvolvidos com o caminho que a resistência bacteriana está tomando, já que 

esses mecanismos de resistência aumentam o custo do tratamento para o paciente, levando ao 

abandono da terapia (ASTOLFI et al., 2017; HENDRIKSEN et al., 2019). A procura por 

novas formas de tratamento é impulsionada pelo aumento dos casos de infecções com micro-

organismos que fazem parte da microbiota normal humana, como Staphylococcus aureus 

(AKANBI et al., 2017).  

Dentre os mecanismos de resistência está a β-lactamase, que consiste na produção de 

enzimas capazes de inativar fármacos que possuam anel β-lactâmico (BELLO; DINGLE, 

2018). E a bomba de efluxo que é uma das formas de resistência mais desenvolvidas, seu 

funcionamento ocorre através de proteínas localizadas na membrana plasmática que possuem 

a capacidade de extrudar substâncias tóxicas para o meio extracelular (CRUZ et al., 2020). 

Esses mecanismos de resistência desenvolvidos pelas bactérias obrigam a utilização de 

estratégias alternativas, como a poli antibióticoterapia que consiste no uso de vários 

antibacterianos associados para combater essas ―superbactérias‖. Outra estratégia são os 

inibidores de bomba de efluxo – EPI’s (efflux pumps inhibitor), compostos capazes de 
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reestabelecer a sensibilidade da bactéria para com o antibiótico, potencializando seu efeito, 

considerando que o EPI mantém o antibiótico dentro da bactéria (KAPP et al., 2017). 

Portanto, há certa urgência em encontrar substâncias capazes de inativar bombas de efluxo. 

Estudos apontam os terpenos como uma classe química de inibidores de efluxo ativo 

promissora (GONZÁLEZ-RAMÍRES, 2016). Esses compostos são uma classe de metabólitos 

secundários de determinadas plantas já utilizadas de forma empírica como antibacterianos. 

Eles são divididos em subgrupos, dentre esses estão os monoterpenos que possuem várias 

atividades biológicas como antifúngica, anticancerígena e antibacteriana (KUMAR et al., 

2020; NORDIN et al., 2020). 

Dentre os monoterpenos está o Terpinoleno, que apresenta notável atividade contra 

fungos e bactérias multirresistentes. Além de apresentar toxicidade contra algas (PINTO et al., 

2020; MAHIZAN et al., 2019). Portanto apresenta-se como um importante composto, que 

pode trazer grande contribuição para linhas de pesquisas voltadas para microrganismos 

patogênicos. Podendo ser encontrado em óleos essenciais de várias plantas, como 

Pseudotsuga menziesii, Ribes rubrum, Crocus sativus, entre outros (TISSERAND; YOUNG, 

2014).  

A pesquisa relacionada à resistência bacteriana possui um caráter socioeconômico e 

clínico no ponto de vista da área da saúde. Além de contribuir com informações e estudos 

importantes sobre uma das bactérias que é origem de maior receio entre os pesquisadores, por 

ter diversos mecanismos de resistência e uma alta virulência. Portanto, é de suma importância 

à descoberta e o estudo de novas substâncias e de compostos já pré-estudados sobre suas 

atividades antibacterianas.  

Considerando o que foi supracitado sobre Staphylococcus aureus, além da atividade 

antibacteriana é importante verificar a atividade do composto testado combinado ao 

antibiótico específico para a cepa K4100. Como neste estudo nos propusemos a estudar o 

composto Terpinoleno, relacionado à cepa SA K4100, a qual possui plasmídeo com dois 

mecanismos de resistência: expressão da bomba de efluxo QacC e produção de β-lactamase, 

através da microdiluição em caldo. Portanto, entendemos que seria de grande interesse fazer 

testes confirmando ambos os mecanismos. 

Além dos ensaios realizados também verificamos a toxicidade dessa substância através da 

utilização de Drosophila melanogaster, considerando que um composto com alta toxicidade 

não pode ser utilizado clinicamente em seres vivos, no entanto pode se fazer uso como 

desinfetantes, antissépticos e outros.  

Portanto, verificamos que o terpinoleno possui um grande potencial, podendo trazer 
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grandes contribuições para o combate da resistência bacteriana, no entanto foi pouco estudado 

e a ausência de informações relacionadas a atividade antibacteriana deste composto, como 

também, a necessidade de estudar sua capacidade de aumentar o efeito bactericida ou 

bacteriostático quando associado a oxacilina. Além de analisar a atividade tóxica desse 

composto a partir do ensaio com Drosophila melanogaster. 

 

1.2 Estratégias de Pesquisa  

Considerando a necessidade de encontrar novas drogas os pesquisadores direcionam os 

estudos para compostos isolados derivados de plantas, devido os resultados promissores de 

pesquisas etnofarmacológicas e etnobotânicas. Além do potencial de atividades biológicas que 

os metabólitos secundários apresentam. 

A metodologia de microdiluição em caldo, para análise quantitativa da atividade 

antibacteriana do composto foi baseada na CLSI (2015) com adaptações. Esse ensaio é um 

dos mais utilizados em laboratórios de microbiologia, considerando que entre as vantagens da 

utilização deste, estão a economia de reagentes e a reprodutibilidade. 

O teste de associação do antibiótico com o composto foi realizado baseado na 

metodologia da CLSI (2015) e CLSI (2019), com algumas modificações. Esse ensaio verifica 

a capacidade do composto de aumentar a atividade bacteriostática ou bactericida do 

antibiótico e do Brometo de Etídio a partir da interação do composto com um mecanismo de 

resistência encontrado na cepa testada. Além de ser uma metodologia amplamente utilizada, 

relativamente simples e se comparado com outras metodologias apresenta um custo-benefício 

satisfatório. 

A avaliação da toxicidade do composto é realizada através do modelo-artrópode D. 

melanogaster, com o qual é possível executar dois testes de toxicidade, Geotaxia negativa e 

Mortalidade por tempo de exposição ao produto. A metodologia utilizada no ensaio de 

Geotaxia negativa consiste na avaliação do dano ao aparelho locomotor gerado pela exposição 

do produto (COULOM; BIRMAN, 2004). Já no teste de mortalidade é analisado a quantidade 

de moscas mortas em um determinado espaço de tempo, o ensaio leva em média 48 horas com 

leituras em horários pré-definidos (DA CUNHA et al., 2015). 

 

1.3 Estrutura da Dissertação 

A dissertação em questão está organizada em quatro capítulos. 

 Introdução: Foi dividida em três subtópicos 

o Objetivos e questionamentos: Este tópico trata-se da questão principal 
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(GAP) do trabalho com um, resumido, embasamento teórico. 

o Estratégias de pesquisa: Neste item foi realizada a explanação da 

metodologia utilizada e sua justificativa. 

o Estrutura da dissertação: Informa como foi realizada a organização e a 

estruturação da escrita da dissertação. Considerando quantos capítulos e 

o que foi referido em cada um deles. 

 Capítulo 1: Referencial teórico, o qual foi dividido em cinco subtópicos 

o Staphylococcus aureus: Onde informa as principais características e 

atualizações referentes a esta bactéria, que foi utilizada neste trabalho. 

o Resistência Bacteriana: Discursa sobre principais os mecanismos de 

resistência e como eles podem ser propagados. 

o β-Lactamase: Resume a forma de funcionamento da resistência 

bacteriana por meio de enzima. 

o Bomba de Efluxo: Explica quais são as principais famílias de bombas de 

efluxo descobertas até o momento e como atua esse mecanismo de 

resistência. Além de afunilar de forma a atingir a proteína da bactéria 

utilizada nos testes realizados nesse estudo. 

o Terpenos: Explana sobre os compostos sintéticos terpenos, trazendo suas 

subclasses. 

o Terpinoleno: Expõem as características químicas do composto utilizado 

neste trabalho. Considerando a pouca informação encontrada sobre essa 

substância. 

o Drosophila melanogaster: Informa a necessidade da utilização de 

métodos alternativos, além de apontar as vantagens e a versatilidade de 

ensaios utilizando o método de D. melanogaster. 

 Capítulo 2: Manuscrito. 

 Capítulo 3: Conclusões Gerais, que está dividido em três subtópicos 

o Discussão Geral: Conecta as evidências encontradas neste estudo, 

conduzindo um raciocínio lógico entre os resultados do estudo e o que foi 

encontrado na literatura. 

o Perspectivas de Investigações Futuras. 

 Fluxograma: 
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2. CAPÍTULO I: Fundamentação Teórica 

 

2.1 Staphylococcus aureus 

 

S. aureus é uma bactéria caracterizada como cocos Gram-positivas, não esporuladas, não 

conseguem se mover, são anaeróbias facultativas e apresentam coagulase e catalase positiva, a 

primeira sendo a forma mais utilizada para diferenciar a bactéria em questão. Normalmente 

sua incubação leva de 18 a 24 horas, possuindo grande capacidade de crescimento em meios 

de cultura seletivos ou não. As Unidades Formadoras de Colônias (UFC) de S. aureus se 

apresentam de forma lisa, brilhante, com pigmentação amarelo-dourado e consistência 

cremosa. Sua parede celular possui ácidos teicoicos interligados, além de outros componentes 

da superfície (CERVANTES-GARCÍA et al., 2014). 

A parede celular de S. aureus é composta majoritariamente por peptideoglicanos, tendo 

como principal função proteger a célula de choques mecânicos ou osmóticos, mas dispondo 

de flexibilidade suficiente para permitir o crescimento, adaptação e trocas entre o meio 

interno e externo. Por conseguinte, a mesma está em constante mudança e degradação 

(VERMASSEN et al., 2019). Na parede celular existem também outros componentes 

superficiais que estão diretamente ligados à virulência de S aureus. 

A capacidade de virulência eleva essa bactéria a um patamar onde se pode afirmar que a 

mesma possui um acervo de fatores de virulência. Além de sua habilidade de adquirir 

resistência a inúmeros antibióticos através de constantes mutações e da versatilidade 

adaptativa, tornando S. aureus uma ―superbactéria‖. Esses fatos preocupam profissionais da 

área da saúde como também pesquisadores no mundo inteiro (SCHINDLER et al., 2019).  

Além de apresentar mecanismos que a fazem resistir aos antibióticos de diversas classes 

utilizados no tratamento de infecções em geral. Os principais mecanismos de resistência 

encontrados em S. aureus são: Existem quatro principais mecanismos de resistência, tais 

como enzimáticos, modificações de alvo, permeabilidade da membrana bacteriana e bombas 

de efluxo (YELLIN; KSHONI, 2018). 

Por ser um dos microrganismos mais difundidos na natureza, representa uma ameaça à 

saúde pública. Segundo a Organização Mundial de Saúde (2017), essa bactéria foi classificada 

como patógeno de prioridade II na relação de pesquisa e desenvolvimento no contexto de 

emergência de saúde pública.  

O principal patógeno causador de infecções nosocomiais e comunitárias é S. aureus, essas 

são conhecias por bacteremia (MAGILL et al., 2018). Na era pré-antibiótica a taxa de 
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mortalidade por estas chegavam a ~ 80%, após a descoberta dos antibióticos diminuiu e 

passou a ser cerca de 20 – 30%, indicando que mesmo com tratamentos modernos não foi 

possível erradicar as mortes por infecções (BENFIELD et al., 2007; GOTO et al., 2017). A 

ocorrência de infecções por S. aureus sucede de forma distinta em relação à classe social de 

países não industrializados e industrializados, onde o primeiro possui a maior incidência. 

Outro ponto importante a ser levado em consideração na bacteremia são os grupos de risco 

que consistem em crianças e idosos, pessoas imunodeprimidas, pacientes dependentes de 

hemodiálise e a etnia estão diretamente ligadas à incidência (TONG et al., 2015).  

Um dos fatores que contribuem muito para o desenvolvimento dessas infecções, é que 

além dessa bactéria estar disseminada na natureza e a sua patogenicidade ela também está 

presente no organismo humano, principalmente no trato respiratório superior e em mucosas 

(ZHEN et al., 2020). Além de ser encontrada também em cerca de 60 % da pele. Portanto, 

também pode ser considerado um patógeno oportunista, visto que à medida que a defesa do 

hospedeiro diminui a doença se desenvolve de forma gradativa (DAVID; DAUM, 2017). 

 

2.2 Resistência bacteriana 

 

A partir da descoberta do primeiro antibiótico, a penicilina, pensou-se que os seres 

humanos estavam a salvo de infecções bacterianas. Apesar desse avanço, diversos fatores 

implicaram na evolução equivalente desses microrganismos como forma de sobrevivência, 

desenvolvendo mecanismos de resistência para garantir a perpetuação da espécie (HARKINS 

et al., 2017). O principal fator que induz essa resistência é o uso irracional de antimicrobianos 

em humanos e animais (LIU et al., 2021). 

Nos últimos anos a resistência bacteriana vem sendo considerada uma das principais 

crises de saúde pública global (LIU et al., 2021). Esta ocorre a partir de um acontecimento 

natural onde às bactérias, que antes sensíveis, passam a desenvolver formas de combater os 

antimicrobianos (KAPOOR; SAIGAL; ELONGAVAN, 2017). Trazendo assim uma forma de 

seleção natural por meio das substâncias empregadas para deter seu crescimento ou eliminar 

realmente o patógeno. Onde esses compostos eliminam as bactérias mais fracas e as cepas 

resistentes são disseminadas (MUNITA et al., 2016).  

Atualmente, com a pandemia da COVID-19 o uso de antibióticos no tratamento para 

evitar coinfecções de bactérias e fungos, muitas vezes sem nenhum programa de 

“stewardship” de antimicrobianos, pode levar a um 'apagão' contra bactérias resistentes 

(Stevens et al., 2020). Assim, o uso desenfreado de antibióticos tem gerado, como o jornal 
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americano The Financial Times recentemente definiu, a ―pandemia silenciosa da resistência 

bacteriana‖ (MENDELSEN, 2021), sendo recomendado que fortes programas de controle do 

uso de antimicrobianos, especialmente de antibióticos, sejam estabelecidos em protocolos de 

tratamento pelos serviços de saúde ao redor do mundo buscando mitigar essa ampliação do 

cenário da resistência bacteriana e reduzir sua repercussão global (GETAHUN et al., 2020). 

Existem quatro principais mecanismos que conferem resistência às bactérias: Produção de 

enzimas inativantes, como as β-lactamases, possuem a capacidade de inativar medicamentos 

β-lactâmicos através da hidrólise. Existem quatro categorias dessa enzima, que são 

caracterizadas pelo sistema de classificação molecular chamado de Ambler, podendo ser 

classe A, B, C e D, a caracterização de cada grupo é efetuada através dos aminoácidos que as 

compõem (BELLO; DINGLE, 2018; DRAWZ; PAPP-WALLACE; BONOMO, 2014). A 

modificação do alvo do antibiótico atua através da mutação do alvo e não reconhecimento 

pelo antibiótico ou da ligação a um fator de proteção ou a diminuição do nível de expressão 

do alvo, diminuindo a afinidade com a substância. Os alvos dependem da substância em ação 

e da bactéria, podendo haver modificações químicas em proteínas de ligação, DNA, RNA, 

lipossacarídeos e outros (EICHENBERGER; THADEN, 2019). 

A diminuição da permeabilidade da membrana celular ocorre como forma de impedir a 

entrada do fármaco, considerando que muitos fármacos possuem seus alvos no interior celular 

impedindo assim o efeito farmacológico (YELIN; KISHONY, 2018). As porinas são canais 

de difusão cheios de água, muito utilizados por moléculas hidrofílicas para adentrar as células 

bacterianas, quando a permeabilidade da membrana é reduzida pode ocorrer à diminuição da 

expressão, o comprometimento da função desses canais ou modificação do tipo de porina. 

Sendo os compostos hidrofílicos mais afetados quando ocorre a modificação da 

permeabilidade da membrana externa (BELLO; DINGLE, 2018).  

As bombas de efluxo são consideradas o mecanismo de resistência mais rápido e mais 

efetivo quando a bactéria é exposta a substâncias consideradas tóxicas. Quando ocorre essa 

exposição são ativados inúmeras reações complexas que podem levar a super expressão de 

vários genes de proteínas transportadoras (NICHOLS et al., 2012). 

Os mecanismos de resistência possuem origem genética e podem ter sido desenvolvidos 

por mutação cromossomal ou adquiridos por transferência de genes de resistência de outros 

patógenos daquele meio (LERMINIAUX; CAMERON, 2019). A transferência desses 

mecanismos pode ocorrer de diferentes formas, como os plasmídeos e transposons que são os 

principais mecanismos da transferência horizontal dos genes, adquiridos entre cepas 

(TURNER et al., 2019). Há também os integrons, que possuem a capacidade de adicionar 
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novos genes nos cromossomos das bactérias. Portanto uma cepa bacteriana pode expressar 

mais de um tipo de mecanismo de resistência (MUNITA et al., 2016). 

 

2.3  β-lactamase 

 

As β-lactamases são enzimas muito versáteis por possuírem estruturas moleculares que 

podem ser encontradas em diversas fontes bacterianas, tanto bactérias Gram-positivas, quanto 

Gram-negativas. São capazes de hidrolisar a amida β-lactâmica (BELLO; DINGLE, 2018). 

As β-lactamases podem ser divididas em quatro classes moleculares (A, B, C e D), de acordo 

com seu tamanho molecular e homologia dos aminoácidos do sítio ativo. As bactérias 

conseguem realizar a hidrólise do anel β-lactâmico dos antibióticos de duas formas: através da 

adição de um grupo acila com uma serina de sítio ativo ou por meio de uma reação hidrolítica 

facilitada por dois íons essenciais de zinco nos sítios ativos das metalo–β-lactamases (BUSH, 

2018).  

Os β-lactâmicos acilam serina D-Ala-D-Ala carboxipeptidase no sítio ativo de 

proteínas essenciais ligadas à penicilina – Penicillin-Binding Proteins (PBPs). Responsáveis 

pelos peptídeos para formação de peptideoglicanos para constituição da parede celular 

(TIPPER; STROMINGER, 1965). Em S. aureus a proteína responsável pela resistência é a 

PC1, codificada pelo gene blaZ. No entanto é notória rapidez e o aumento da quantidade de 

bactérias que expressam múltiplas β-lactamases, com plasmídeos de multirresistência únicos, 

trazendo uma complicação adicional (TOOK et al., 2019). 

 

2.4 Bomba de efluxo 

 

A síntese de proteínas de bomba de efluxo tem como principal função impedir o acúmulo 

de substâncias tóxicas através de mecanismos dependentes de energia, podendo ser 

especificas para um único composto ou não. Dentre esses compostos extrusados estão os 

antibióticos, configurando assim bactérias que possuem efluxo ativo como um microrganismo 

multidroga-resistente – MDR (multidrug resistance) (EL-BAKY et al., 2019). Essas proteínas 

estão localizadas na membrana plasmática bacteriana, onde uma parcela é responsável por 

impedir a entrada de substâncias tóxicas e outra parcela é responsável pelo efluxo e formam 

um canal para o meio extracelular (DU et al., 2018). 

Existem diversas bombas de efluxo entre seis famílias diferentes em S. aureus, elas são: a 

Superfamília Facilitadora – MFS (major facilitator superfamily), que utiliza o potencial 
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eletroquímico de íons ou do soluto; Família de Resistência a Multidrogas – SMR (family, the 

small multidrug resistance), expulsa compostos de amônia e cátions lipofílicos; Família de 

Extrusão de Compostos Tóxicos e Multidrogas – MATE (multidrug and toxin extrusion), 

utiliza os gradientes de Na
+ 

e H
+ 

para o transporte de substâncias. Superfamília de Cassete de 

Ligação de Adenosina Trifosfato – ABC (ATP- binding cassette), utiliza a energia da 

hidrólise do ATP; Superfamília de Divisão de Nodulação de Resistência – RND (resistance-

nodulation-cell division), levando o influxo da droga até o meio externo, não deixando-a no 

periplasma; Superfamília de Efluxo de Compostos Antimicrobianos Proteobacterianos – 

PACE (superfamily and the proteobacterial antimicrobial compound efflux), utiliza o 

gradiente de H
+
 (HASSAN et al., 2015; HASSANZADEH et al., 2020). 

 

2.4.1 Proteínas de Efluxo QacC 

 

As proteínas de efluxo Qac presente em S. aureus pertecem a duas famílias de bombas de 

efluxo, MFS e SMR. Essas famílias contém uma grande quantidade de transportadores de 

membrana, os quais estão diretamente ligados ao simporte, antiporte e uniporte dos substratos 

(WASSENAAR et al., 2015).  

Qac são proteínas de efluxo que estão localizadas na membrana plasmática. Se 

subdividem de A a Z, sendo diferenciadas pela classe de plasmídeos que distinguem os 

substratos extraídos da célula bacteriana. A QacC é responsável por extrusar Amônia 

Quaternária, corantes e Brometo de Etídio. Seu gene codificador consiste no pSK89. Essa 

proteína de efluxo contem quatro domínios transmembranas e forma dímeros na membrada 

plasmática (WASSENAAR et al., 2015).  

 

Figura 1. Mecanismos de resistência presentes na bactéria SA K4100 - QacC 

 

2.5 Terpenos 
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Os terpenos são compostos biossintéticos constituídos por uma porção de isopreno, cerca 

de 90% de sua estrutura é relacionado ao isopropeno, e classificados de acordo com o número 

de unidades. Alguns terpenos também sofrem modificações nos seus produtos e derivados, 

podendo ser caracterizados como terpenóides ou fenilpropanoides (PICHERSKY; RAGUSO, 

2018). A formação do primeiro composto ocorre pela via do ácido chiquímico podendo ter 

como precursores o ácido cinâmico ou o p-cumárico, já do segundo acontece através da via do 

acetato, sendo o precursor dos terpenóides o ácido mevalônico ou pela via não-mevalônica a 

partir do 1-desoxi-D-xilulose 5-fosfato (URLACHER; GIRHARD, 2019; YAZAKI; 

ARIMURA; OHNISHI, 2017). Esses compostos possuem várias atividades biológicas como 

anti-inflamatórias, anticarcinogênicas e neuroprotetoras (KIYAMA, 2017).  

Os terpenos se dividem em três principais subclasses, sesquiterpenos, diterpenos e 

monoterpenos, esse último sendo caracterizados por possuírem 10 carbonos, podendo ser 

acíclicos, monocíclicos e bicíclicos, apresentando alta volatilidade (PICHERSKY; RAGUSO, 

2018). Os monoterpenos apresentam várias atividades biológicas como atividade 

anticancerígena, antifúngica, antibacteriana, dentre outras (KUMAR et al., 2020; NORDIN et 

al., 2020). 

  

 

2.6 Terpinoleno 

 

O Terpinoleno (1-metil-4-propano-2-ilidenociclohexeno) é um dos monoterpenos mais 

abundantes na natureza, sua estrutura química é composta por um propano e um metil, como 

mostra a figura 1. Possui características lipofílicas, que auxilia na passagem pela membrana 

plasmática (ZHAO et al., 2020). Esse composto é comumente utilizado como suplemento 

alimentar por indústrias alimentícias, aromatizantes em fábricas de cosméticos, assim como 

aditivos pelas farmacêuticas (AGUS; SARP; CEMILOGLU, 2018; SEYYEDNEJAD, 2010). 

O Terpinoleno pode ser encontrado em óleos essenciais principalmente de plantas como 

Pseudotsuga menziesii, da família Lamiaceae. No entanto também pode ser encontrada em 

plantas como Ribes rubrum, Crocus sativus e outras. Assim como, no tratamento com ácido 

sulfúrico alcoólico ou na destilação de resinas de coníferas (TISSERAND; YOUNG, 2014). 

Há estudos que comprovam que esse composto apresenta atividades biológicas como 

anticancerígena, antioxidante e antifúngica (AYDIN; TÜRKEZ; TAŞDEMIR, 2013; ZHAO 

et al., 2020). 
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Figura 2. Estrutura química do Terpinoleno 

 

2.7 Drosophila melanogaster 

 

A pesquisa sempre vem se atualizando, em todas as áreas, e com isso há mudanças de 

metodologias, equipamentos e substâncias utilizadas em testes. Assim como vem se 

expandindo a utilização de modelos animais, as diretrizes que regem esses ensaios também 

foram atualizadas introduzindo os princípios de reduzir, substituir e refinar. Sendo necessário 

um planejamento correto, sempre tendo em mente a utilização somente da quantidade 

necessária de cobaias (KNOP; MARIA, 2016). Portanto, torna-se de grande importância o uso 

de novas metodologias alternativas, in vitro, para que o pesquisador possa se nortear em 

relação aos critérios de seu estudo, possuindo assim o apoio desses testes para colocar em 

prática o princípio supracitado e seguir as normas do CONCEA (Conselho Nacional de 

Controle de Experimentação Animal) (FERNANDES; PEDROSO, 2017). 

Drosophila melanogaster é um díptero utilizado como método alternativo há mais de 

100 anos. Conhecida popularmente como mosca da fruta é sensível a mudanças ambientais. 

Pertence à família Drosophilidae e faz parte do filo Arthropoda, que é caracterizado pela 

presença de patas articuladas e exoesqueleto segmentado. Além de possuir características 

fisiológicas parecidas com as dos vertebrados, podendo assim substitui-los nos estudos 

(OBOH et al., 2018).  

Vem sendo utilizado como organismo modelo em testes genéticos, de biologia 

molecular e em toxicológicos, nesse último é reconhecido como forma de entender 

mecanismos de ação de substâncias tóxicas por ser sensível em diferentes níveis a esses 

compostos, através das hipóteses do estresse oxidativo e espécies reativas de oxigênio (ROS) 

(RAND et al., 2014). Apresentam múltiplas vantagens como baixo custo, fácil manuseio, 

manutenção em laboratório e por se desenvolverem de forma rápida os testes são feitos com 

precisão em um curto prazo. Além dessa espécie já possuir seu sequenciamento genético 
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conhecido (HU et al., 2019). 

A via de administração mais comum utilizada em teste com esse modelo é a 

fumigação, que é utilizada com produtos voláteis, já que essa técnica precisa que as 

substâncias sejam vaporizadas. Mas a administração também pode ser realizada adicionando 

as drogas na alimentação de D. melanogaster (ZHANG et al., 2016). 
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Resumo: 

 

Bomba de efluxo e β-lactamases são mecanismos de resistência bacteriana, existentes 

em Staphylococcus aureus. Na cepa SA K4100 são expressos estes dois mecanismos 

simultaneamente, sendo a bomba de efluxo caracterizada como QacC. A busca por inibidores 

desses mecanismos tem crescido gradativamente, sendo comum pesquisas com compostos 

isolados, dentre estes estão os terpenos, que possuem inúmeras atividades biológicas. Este 

trabalho buscou avaliar a atividade antibacteriana do Terpinoleno contra a cepa de S. aureus 

K4100, portadora de bomba de efluxo QacC e β-lactamase, bem como avaliar a sua 

toxicidade no artrópode-modelo Drosophila melanogaster. A determinação da Concentração 

Inibitória Mínima (CIM) foi realizada por microdiluição em caldo. A inibição de bomba de 

efluxo foi avaliada por redução de CIM da Oxacilina e do Brometo de Etídio (BrEt). A 

inibição de β-lactamase foi analisada por redução de CIM da Ampicilina com Sulbactam. A 

toxicidade foi verificada pelos parâmetros de mortalidade e ensaio locomotor em D. 

melanogaster. Os resultados demonstraram que o Terpinoleno não apresentou atividade 

antibacteriana direta (CIM ≥ 1024 µg/mL). No entanto, quando associado com a Oxacilina 

(161,26 – 71,83 µg/mL) e BrEt (45,25 - 32 µg/mL), foi observado redução da CIM, 

possivelmente uma inibição de β-lactamase e bomba de efluxo, evidenciando, assim atividade 

moduladora. O composto apresentou mortalidade de D. melanogaster, com uma EC50 no 

valor de 34,6 µL/L em 12 horas de exposição. Além disso, apresentou dano no aparelho 

locomotor a partir da segunda hora de exposição, tendo o efeito aumentando de forma 

concentração-dependente. Conclui-se que novos ensaios devem ser realizados visando a 

investigar o mecanismo de ação do Terpinoleno na atividade moduladora antibacteriana e 

tóxica. 

 

Palavras – chave: Agentes antibacterianos; Farmacorresistência Bacteriana; Produtos 

Naturais; Metil; 
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Abstract: 

 

Efflux pumps and β-lactamases are mechanisms of bacterial resistance that exist in 

Staphylococcus aureus, where both mechanisms are expressed simultaneously in the SA 

K4100 strain, with its efflux pump being characterized as QacC (Quaternary Ammonium 

Compounds C). The search for inhibitors of these mechanisms has grown gradually, with 

research on isolated compounds, including terpenes, which have innumerable biological 

activities, being common. This study sought to evaluate the antibacterial activity of 

Terpinolene against the S. aureus K4100 strain, carrying a QacC efflux pump and β-

lactamase, as well as to evaluate its toxicity in the Drosophila melanogaster arthropod model. 

Determination of the Minimum Inhibitory Concentration (MIC) was performed by broth 

microdilution. Efflux pump inhibition was evaluated by the MIC reduction of Oxacillin and 

Ethidium Bromide (EtBr). β-Lactamase inhibition was analyzed by the MIC reduction of 

Ampicillin with Sulbactam. Toxicity was verified by mortality parameters and locomotor 

assays in D. melanogaster. The results demonstrated that Terpinolene did not present a direct 

antibacterial activity (MIC ≥ 1024 μg/mL). However, a reduction in MIC was observed when 

Terpinolene was associated with Oxacillin (161.26–71.83 μg/mL) and EtBr (45.25–32 

μg/mL), possibly by a β-lactamase and efflux pump inhibition, thus evidencing a modulatory 

activity. Terpinolene presented D. melanogaster mortality with an EC50 of 34.6 μL/L within 

12 h of exposure. Additionally, Terpinolene presented damage to the locomotor system after 

the second hour of exposure, with the effect increasing in a concentration-dependent manner. 

In conclusion, new tests should be carried out to investigate the Terpinolene reinforcement of 

antibiotic activity and toxic activity mechanisms of action. 

 

Keywords: Bacterial resistance; β-lactams; Methyl; Terpenoids; Quaternary ammonia; 

 

  



38 
 

 

1. INTRODUÇÃO 

Staphylococcus aureus é uma bactéria Gram-positiva, oportunista e facilmente encontrada 

no organismo humano, na pele e nas mucosas, está diretamente associada a infecções, tanto 

comunitárias quanto nosocomiais. A alta virulência e plasticidade genética podem levar ao 

desenvolvimento de mecanismos de resistência cujo objetivo é garantir a sobrevivência da sua 

espécie, desencadeando um processo de resistência aos antibióticos e dificultando o 

tratamento de enfermidades (Munita et al., 2016; Turner et al., 2019). 

Um dos mecanismos de resistência são as enzimas β-lactamases que possuem a 

capacidade de inativar antibióticos β-lactâmicos (Andrade & Darini, 2017). Esta resistência 

ocorre através da degradação do fármaco pela catálise hidrolítica do anel β-lactâmico, 

inativando a capacidade bactericida do medicamento. Estas enzimas conseguem hidrolisar 

quase todos os β-lactâmicos que possuam ligação amina ou éster como as penicilinas 

(Kapoor; Saigal; Elongavan, 2017). 

Outro mecanismo de resistência são as bombas de efluxo, as quais podem estar presentes 

em S. aureus. São compostas por proteínas transmembranas que formam um canal que leva ao 

meio extracelular (Kapoor; Saigal; Elongavan, 2017). Sua função é proteger a célula através 

da extrusão de substratos que a bactéria não necessita mais ou que sejam de alguma forma 

nociva à mesma. Esses substratos podem ser íons, corantes, derivados de fosfônium, Brometo 

de Etídio ou compostos amônia quaternária (Qac) (Bello, Dingle, 2018). 

As proteínas de efluxo Qac existente em S. aureus podem se dividir em denominações 

como QacA, QacB, QacC, até Z, onde cada um representa uma proteína de uma família de 

plasmídeo relacionado a resistência de substratos diferentes. Enquanto A e B possuem uma 

semelhança genética, no termo QacC a codificação gênica é diferente, o mesmo é utilizado 

para proteínas que possuem resistência à amônia quaternária e Brometo de Etídio (Wassenaar 

et al., 2015).  

Compostos de amônia quaternária (Qac) são largamente utilizados na assepsia de hospitais 

e clínicas que realizam procedimentos invasivos, para evitar e minimizar a taxa de infecções. 

Além de medicamentos β-lactâmicos que são amplamente utilizados no tratamento de 

infecções bacterianas. Tendo em vista o avanço da resistência bacteriana, há urgência para 

encontrar substâncias capazes de inibir bombas de efluxo como também β-lactamases (Mo et 

al., 2020; Suisse, 2017). 

Os terpenos são uma classe de metabólitos secundários, que desperta grande interesse em 

pesquisadores, por possuírem propriedades farmacológicas em diversas áreas de pesquisa, tais 

como o Eugenol que apresenta atividade antifúngica, Eucalyptol anticancerígena e o Thymol 
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antibacteriana, entre outros (Kiyama, 2017; Nordin et al., 2020; Sampath et al., 2018; Shaban 

et al., 2020).  

Dentre os terpenos, o Terpinoleno (1-methyl-4-propan-2-ylidenecyclohexene) pertence à 

classe dos monoterpenos, é um composto lipofílico, portanto bem absorvido a nível celular, 

sendo quase insolúvel em água. Este monoterpeno está presente em óleos essenciais de 

diversas espécies vegetais com amplo uso medicinal, tais como Alpinia zerumbet (―Colônia‖) 

e espécies de Piper (P. arboreum, P. crassinervium, P. dilatatum e P. tuberculatum) (CYSNE 

et al., 2005; JEZLER et al., 2013). Está presente em óleos essenciais de diversas espécies 

vegetais. Possui uma grande quantidade de atividades biológicas, tais como anticancerígena, 

antifúngica e antioxidante (Aydin et al., 2013; Zhao et al., 2020). Apesar de apresentar estas 

atividades, existem lacunas referentes à atividade antibacteriana em geral. Até o momento do 

presente estudo não foram encontrados artigos associando o Terpinoleno com esta atividade.  

Alguns terpenos possuem atividades biológicas capazes de inibir bombas de efluxo ou 

apresentam potencial relacionado à atividade antibacteriana, porém por sua alta toxicidade o 

composto passa a ser utilizado como antisséptico, desinfetante ou inseticida (Limaverde et al., 

2017). Dessa forma, faz-se necessário estudos sobre a toxicidade desses compostos. Tendo em 

vista que o modelo alternativo Drosophila melanogaster é extremamente sensível a 

substâncias tóxicas e a diferentes concentrações torna-se adequado para este tipo de estudo 

(Rand et al., 2014). 

Em relação à atividade antibacteriana e ao aumento da atividade do antibiótico pelo 

Terpinoleno há uma escassez de informações. Portanto, este trabalho teve como objetivo 

avaliar a atividade antibacteriana e o aumento da atividade do antibiótico do Terpinoleno na 

cepa de Staphylococcus aureus K4100, portadora de bomba de efluxo QacC e β-lactamase e 

avaliar seu perfil tóxico. 

 

2. METODOLOGIA 

2.1 Cepa bacteriana 

 

 A cepa de Staphylococcus aureus utilizada foi K4100, esta possui resistência a β-

lactâmicos pelo mecanismo de β-lactamase e a Brometo de Etídio e Qac através de bomba de 

efluxo QacC. A linhagem bacteriana utilizada neste estudo foi cedida pelo professor S. 

Gibbons da Universidade de Londres. Essa cepa foi mantida em meio de cultura a base de 

ágar-sangue (Laboratórios Difco Ltda., Brasil). Antes do estudo as células foram cultivadas 

em Heart Infusion Agar (HIA, Difco) para seu crescimento, durante 24 horas a 36 °C.  
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2.2 Drogas 

 

 Os antibióticos (Oxacilina, Ampicilina e Ampicilina com Sulbactam), o Brometo de 

Etídio (BrEt), o Carbonilcianeto m-clorofenil-hidrazona (CCCP) e o Terpinoleno foram 

obtidos da empresa Sigma Aldrich Co. Ltd., e a Clorpromazina (CPMZ) obtida da Aché, 

foram dissolvidos em Dimetilsulfóxido (DMSO), após este processo foram diluídos em água 

destilada estéril a concentração de 1024 µg/mL. A solução de Brometo de Etídio foi 

dissolvida em água destilada estéril e armazenada a -20 °C, sem contato com a luz em uma 

concentração de 1024 µg/mL (CLSI, 2013). 

 

2.3 Teste da atividade antibacteriana através da Concentração Inibitória Mínima (CIM) 

 

 A CIM do Terpinoleno foi determinada em ensaio realizado em sextuplicata, 

utilizando 100 µL do inóculo bacteriano suspendido em água salina, comparado com a escala 

de 0,5 McFarland que corresponde a 10
6
 Unidades Formadoras de Colônia e adicionados 900 

µL do meio de cultura Brain Heart Infusion (BHI) nos eppendorf’s®. Após esse processo 

foram transferidos 100 µL para cada poço da placa de microdiluição e a diluição seriada (100 

µL) em cada um foi feita com uma concentração variando entre 512 a 0,5 µg/mL, exceto no 

controle de crescimento e esterilidade. As placas foram incubadas na estufa a 36 °C durante 

24 horas, e o crescimento foi visualizado a partir da adição de 20 µL Resazurina em cada 

poço. A CIM foi definida como a menor concentração que não foi observado crescimento 

bacteriano (CLSI, 2013; Javadpour et al., 1996). 

 

2.4 Verificação da presença de β-lactamase. 

 

 A verificação da presença de β-lactamase foi realizada através da CIM da Ampicilina 

sozinha e CIM da formulação da Ampicilina associada ao inibidor de β-lactamase (Subactam) 

na concentração de 50%. Para confirmar a inibição de β-lactamase foi usado o pressuposto 

que uma diminuição 3 diluições na presença do inibidor é indicativa da produção de β-

lactamase pela cepa (CLSI, 2019).  

 

2.5 Avaliação da inibição de β-lactamase por redução da CIM 
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A inibição da β-lactamase foi avaliada utilizando a concentração subinibitória CIM/8 

(128 µg/mL) de Terpinoleno, com o objetivo de avaliar a capacidade de diminuir a CIM do 

antibiótico na cepa K4100. Foram adicionados nos eppendorfs® 170 µL de inóculo 

bacteriano suspendido em solução salina estéril, juntamente com a concentração subinibitória 

(128 µg/mL) do composto e completado com BHI até chegar ao volume de 1700 µL, foi 

transferido para a placa, feito a microdiluição com o antibiótico, oxacilina, e após 24 h foi 

feito a leitura do teste. No controle de crescimento não houve microdiluição. O controle de 

esterilidade foi realizado em placa separadamente (CLSI, 2015). 

 

2.6 Avaliação da inibição de bomba de efluxo por redução da CIM 

 

 A inibição de bomba de efluxo QacC foi avaliada utilizando a concentração 

subinibitória MIC/8 (128 µg/mL) de Terpinoleno, com o objetivo de avaliar a capacidade de 

diminuir a CIM do BrEt na cepa K4100. E foi utilizado o CCCP e a Clorpromazina como 

inibidores de bomba de efluxo padrão na concentração subinibitória MIC/8 (1,41 e 128 

µg/mL). Foram adicionados nos eppendorf’s® 170 µL de inóculo bacteriano suspendido em 

solução salina estéril, juntamente com a concentração subinibitória (128 µg/mL) do 

Terpinoleno e completando com BHI até chegar ao volume de 1700 µL. Essa solução foi 

transferida para a placa, feita a microdiluição com o BrEt passando de uma concentração de 

512 a 0,5 µg/mL. O teste foi lido após 24 h. No controle de crescimento não houve 

microdiluição. O controle de esterilidade foi feito a parte (CLSI, 2015). 

 

2.7 Análise estatística dos resultados bacterianos 

 

 Os resultados dos testes foram realizados em sextuplicata e expressos em gráficos. As 

análises estatísticas foram aplicadas de duas formas ANOVA seguido pelo teste de 

Bonferroni's post hoc usando o software GraphPad Prism 5.0. 

 

2.8 Teste de toxicidade 

 

2.8.1 - Criação e estoque de Drosophila melanogaster 

 

D. melanogaster (estirpe de Harwich) foi obtida do National Species Stock Center, 

Bowling Green, OH. As moscas foram criadas em recipientes de vidro de 340 mL e cultivadas 
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com o meio contendo: (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). Por ocasião do cozimento da mistura foi 

acrescentado 1 g de Nipagin (Metilparabeno). Após resfriamento nos recepientes de 

crescimento foi adicionado 1 mL de solução contendo Saccharomyces cerevisiae. As moscas 

foram mantidas a temperatura de 26 °C e Umidade Relativa do ar de 60 %. Todos os testes 

foram realizados com a mesma estirpe (Da Cunha et al., 2015). 

 

 2.8.2 Teste de mortalidade 

 

Os testes foram realizados de acordo com o método proposto por Da Cunha et al., 

2015 com algumas modificações. 20 moscas adultas (machos e fêmeas) foram colocadas em 

recipientes de vidro de 130 mL (6 cm de altura e 6.5 cm de diâmetro), contendo no fundo 

papel vegetal previamente preparado com 1 mL de solução de sacarose a 20 %, a parte interna 

da tampa do recipiente recebeu papel filtro onde foi impregnado com Terpinoleno nas 

concentrações de 1 µL, 5 µL e 10 µL. No grupo controle foi adicionado apenas sacarose no 

papel vegetal. Durante todo o procedimento, foi mantido o ciclo claro/escuro de 12:12 horas e 

temperatura controlada a 26 °C e Umidade Relativa do ar de 60 %. O teste foi realizado em 

triplicata onde cada ―n‖ foi composto por dois recipientes. As leituras para a verificação de 

mortalidade foram realizadas a cada 2, 4, 6, 8, 12, 18, 24, 36 e 48 h (Da Cunha et al., 2015). 

 

2.8.3 Teste de geotaxia negativa 

 

O dano ao aparelho locomotor foi verificado através do ensaio de geotaxia negativa 

descrita por Coulom & Birman. Cada grupo de moscas vivas expostas ao Terpinoleno nos 

horários de leitura de 2, 4, 6, 8, 12, 18, 24, 36 e 48 horas, foram conduzidas para o fundo dos 

recipientes e após 5 segundos, o número de moscas que atingiram 5 cm de altura do recipiente 

foram contadas. Os ensaios foram repetidos duas vezes a intervalos de um minuto. Os 

resultados foram apresentados como média de tempo (±) EP obtidos em duas experiências 

independentes (Coulom & Birman, 2004). 

 

2.9 Análise estatística dos resultados de toxicidade 

 

A análise dos dados de toxicidade foi feito um teste ANOVA de duas vias, seguido por 

um teste de múltipla comparação de Tukey. Não havendo diferença estatística com uma 
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mesma concentração em função do tempo. 

 

3. RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

3.1 Testes microbiológicos 

 

Foi observado que o Terpinoleno não apresentou atividade antibacteriana direta em 

relação ao ensaio de Concentração Inibitória Mínima (CIM), com resultado ≥ 1024 µg/mL 

(Tabela 1). Se comparado com a oxacilina, é possível verificar que a diferença do resultado 

entre o antibiótico e o composto não é grande tendo em vista que a diminuição da CIM foi 

menor que uma vez (≥ 1024 – 522 µg/mL). 

 Existem monoterpenos com atividade antibacteriana contra S. aureus e outros micro-

organismos patogênicos, tais como Carvacrol, Thymol e γ-Terpinene nas seguintes 

concentrações 0,17 µg/mL, 8,72 mg/L e 30 µL (Kumar et al., 2020; Mohammadzamani et al., 

2020; Nordin et al., 2020). Os compostos citados se assemelham ao Terpinoleno não só por 

serem monoterpenos, mas também por possuírem em sua estrutura química a cadeia principal 

com seis carbonos e ramificações como o metil e o propano. Podendo assim demonstrar 

atividades biológicas similares. 

 

Tabela 1: Concentração inibitória mínima (CIM µg/mL) de Terpinoleno e oxacilina contra 

cepa de S. aureus K4100 

Cepa CIM (µg/mL)  

S. aureus K4100 Terpinoleno 

≥ 1024 

Oxacilina 

522 

 

3.2 Verificação da presença de β-lactamase  

 

O Sulbactam é considerado um inibidor de β-lactamase, no teste foi verificado o 

aumento do efeito antibacteriano, por diminuição de CIM (Figura 1). Quando utilizado esse 

inibidor juntamente com a Ampicilina se comparado com controle do antibiótico, β-

lactâmico, houve uma diminuição de aproximadamente cinco vezes (456,14 – 90,51 µg/mL) 

da CIM. Indicando que a bactéria SA K4100 possui o mecanismo de resistência enzimático β-

lactamase (CLSI, 2019).  
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Figura 1. Verificação da presença de β-lactamase. Os valores representam a média geométrica ± S.E.M. (erro 

padrão da média). ANOVA de duas vias, seguida do teste de Bonferroni. p <0,0001 vs controle. 

Tendo em vista a redução da CIM da ampicilina (512 - 456 µg/mL) sugere-se que esta 

cepa possui resistência contra β-lactâmicos e com a associação do antibiótico com o 

Sulbactam (90,51 µg/mL) houve a inibição da enzima, indicando a possível presença do 

mecanismo enzimático.  

A resistência de S. aureus por β-lactamase é encontrada mais frequentemente, mas 

alguns plasmídeos possuem a capacidade de compartilhar mais de um mecanismo de 

resistência, levando assim, a transmissão também do gene responsável pela bomba de efluxo 

(Sidhu et al., 2001). Devido à ligação de genes de resistência a compostos quaternários com 

genes de β-lactamase, podendo disseminar resistência enzimática e por bomba de efluxo 

(Hadadi et al., 2019; Kim et al., 2012).  

 

3.3 Inibição de β-lactamase por redução da CIM de Oxacilina 

 

A Oxacilina é um antibiótico utilizado contra cepas multirresistentes. O Terpinoleno 

apresentou a capacidade de reduzir a concentração inibitória mínima quando associado à 

Oxacilina contra a cepa SA K4100, de acordo com a Figura 2. Quando o controle é 

comparado com a modulação do Terpinoleno houve uma redução de mais da metade da CIM, 

diminuindo de 161,26 µg/mL para 71,83 µg/mL. 

A resistência bacteriana a Oxacilina ocorre normalmente através do mecanismo de β-

lactamase possivelmente relacionada aos genes homólogos dos reguladores do gene blaZ de 

Staphylococcus aureus (Lowy et al., 2003). Entretanto, há resistência por bomba de efluxo 
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através de Qac, proteínas de resistência antisséptica, sendo estas associadas a compostos 

lipofílicos e cátions mono e divalentes (Uddin & Ahn, 2017). Existem substâncias capazes de 

inibir bombas de efluxo que apresentam cadeia cíclica e metil em sua estrutura química, tais 

como a Hematoporphyrin monomethyl ether e Meso-tetra (Dharmaratne et al., 2020), assim 

como o Terpinoleno. 

 

K 4100

G
e
o

m
e
tr

ic
 M

e
a
n

 o
f 

M
IC

 (
µ

g
/m

L
)

O
xa

ci
lli

n

0

25

50
50

100

150

200
CONTROL

TERPINOLENE

****

p < 0,05 = *

p < 0,0001 = ****

 

Figura 2. Capacidade de inibição da β-lactamase pelo Terpinolene associado à oxacilina, contra a cepa 

multirresistente SA K4100. Os valores representam a média geométrica ± S.E.M. (erro padrão da média). 

ANOVA de duas vias, seguida do teste de Bonferroni. p <0,0001 vs controle. 

3.4 Inibição de bomba de efluxo por redução de CIM do Brometo de Etídio 

 

O Brometo de Etídio vem sendo, vastamente, utilizado na verificação de bomba de 

efluxo, seu mecanismo de ação está diretamente relacionado à ligação com DNA bacteriano 

levando a morte celular (Banerjee et al., 2014). A bomba de efluxo QacC é caracterizada pela 

retirada de compostos amônia quaternária e BrEt, sendo assim, apresenta-se mais resistente a 

esta substância. As bactérias que possuem bomba de efluxo são capazes de extrair este 

composto da célula, portanto substâncias capazes de manter o BrEt, e outras substâncias 

tóxicas, no meio intracelular da bactéria são inibidores de bomba de efluxo (Li & Nikaido, 

2004; Wassenaar et al., 2015) 

De acordo com a Figura 3 a cepa de SA K4100 expressa proteína de efluxo ativo, 

confirmado pela redução da CIM do CCCP (45,25 – 2,5 µg/mL) e Clorpromazina (45,25 – 

12,69 µg/mL). Os testes realizados com esta bactéria apresentam diminuição da CIM quando 

o Terpinoleno é associado ao BrEt e comparado com o controle. Apresentando uma redução 

de 45,25 para 32 µg/mL, demonstrando uma possível inibição da bomba de efluxo QacC. 
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Figura 3. Capacidade de inibição da bomba de efluxo QacC pelo Terpinolene associado ao brometo de etídio, 

contra a cepa multirresistente SA K4100. Os valores representam a média geométrica ± S.E.M. (erro padrão da 

média). ANOVA de duas vias, seguida do teste de Bonferroni. A: Associado ao brometo de etídio; CCCP: 

carbonilcianeto m-clorofenil-hidrazona. p <0,0001 vs controle. 

 

3.5 Teste de mortalidade com Drosophila melanogaster  

 

Os resultados do teste de toxicidade do Terpinoleno demonstram que o composto 

apresenta EC50 no valor de 34,6 µL/L em 12 horas de exposição. De acordo com a figura 4 os 

resultados de mortalidade por toxicidade, realizado com o artrópode-modelo Drosophila 

melanogaster, evidenciaram que o composto apresentou toxicidade alta em todas as 

concentrações, a partir da segunda hora de exposição e a taxa de mortalidade foi aumentando 

gradativamente com o tempo e também de forma concentração-dependente. 
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Figura 4. Efeito tóxico de diferentes concentrações em D. melanogaster 

O Terpinoleno é amplamente utilizado na agricultura por fazer parte da classe de 

bioherbicida terpenóides aleloquímicos, além de ser utilizado na produção de perfumes e na 

industria farmacêutica (Seyyednejad et al., 2010). Segundo estudo realizado por Zhang et al., 

2016, dentre os 40 monoterpenos testados através de fumigação o Terpinoleno demonstrou 

maior toxicidade contra D. melanogaster. Sugere-se que a posição da hidroxila na estrutura 

química possui grande participação na atividade inseticida e que o grupo carbonil 

possivelmente aumenta a atividade tóxica dos compostos (Zhang et al., 2016). Em teste 

realizado contra Musca domestica L. o Terpinoleno apresentou LC50 de 1.84 µL/L, sendo 

definido como um dos únicos monoterpenos hidrocarbonos com atividade inseticida contra a 

mosca doméstica (Zhang et al., 2017).  

Por possuir um baixo peso molecular os terpenos, tornam-se voláteis, além de ser 

altamente lipofílico, favorecendo sua passagem para o meio intracelular (Moreira et al., 

2019). De acordo com Hua et al., 2018 o Terpinoleno pode levar ao aumento de estresse 

oxidativo e de espécies reativas de oxigênio (ROS), o que pode levar a morte celular (Hua et 

al., 2018). Assim como produção elevada de acetilcolinesterase, quando não metabolizada, 

pode gerar paralisia e levar a morte (Hu et al., 2019).  

. 

3.6 Teste de dano locomotor com Drosophila melanogaster 



48 
 

 

 

A verificação da atividade locomotora de D. melanogaster consiste na verificação da 

capacidade deste artrópode de se mover de forma vertical, mostrando assim os danos 

causados por compostos sem ocasionar a morte. Sugere-se que quando a espécie D. 

melanogaster é exposta a substâncias tóxicas a mesma consegue hidrolizar parte da 

acetilcolinesterase que foi produzida em excesso. Esta enzima pode causar paralisia podendo 

levar a morte de acordo com o tempo de exposição e a concentração (Hu et al., 2019). Porém, 

na literatura não foram encontrados estudos de geotaxia negativa contra o modelo de 

Drosophila melanogaster relacionado ao Terpinoleno. 

Nos ensaios de geotaxia negativa onde é verificado um possível dano ao aparelho 

locomotor, foi observado um déficit locomotor a partir da segunda hora de exposição em 

todas as concentrações testadas (Fig. 5). Esse efeito foi aumentando ao longo do tempo de 

exposição gradativamente e de forma concentração-dependente. 
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Figura 5. Efeito tóxico de concentrações variáveis de Terpinoleno sobre a capacidade locomotora de 

D. melanogaster 

4 CONCLUSÃO 

Conforme foi observado neste estudo, quando a cepa SA K4100 foi testada com 

Ampicilina e Sulbactam apresentou uma diminuição de cinco vezes da CIM (456,14 – 90,51 

µg/mL), indicando que a bactéria possui resistência a β-lactamase. Embora o Terpinoleno não 

possua atividade antibacteriana direta (≥ 1024 µg/mL). Quando o composto é associado à 
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Oxacilina demonstra uma redução de mais de duas vezes nos valores da CIM (161,26 - 71 

µg/mL). No teste com BrEt, o composto também apresenta redução nos valores de CIM 

(45,25 - 32 µg/mL). O composto em questão expressou mortalidade e dano ao aparelho 

locomotor, com uma EC50 34,6 µL/L em 12 horas de exposição, apresentando atividade tóxica 

contra Drosophila melanogaster. Contudo, novos estudos precisam ser realizados visando a 

identificar os mecanismos de ação, bem como ensaios in vivo para avaliar atividade 

antibacteriana, moduladora e tóxica. 
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4. CAPÍTULO III: Considerações Finais 

 

4.1 Conclusões Gerais 

 

Conclui-se que a cepa SA K4100 foi testada com Ampicilina e Sulbactam apresentou 

uma diminuição de cinco vezes da CIM (456,14 – 90,51 µg/mL), indicando que a bactéria 

produz β-lactamase, apresentando resistência aos β-lactamicos. Embora o Terpinoleno não 

possua atividade antibacteriana direta (≥ 1024 µg/mL). Quando o composto é associado à 

Oxacilina demonstra uma redução de mais de duas vezes nos valores da CIM (161,26 - 71 

µg/mL). No teste com BrEt, o composto também apresenta redução nos valores de CIM 

(45,25 - 32 µg/mL). O composto em questão expressou mortalidade e dano ao aparelho 

locomotor, com uma EC50 34,6 µL/L em 12 horas de exposição, apresentando atividade tóxica 

contra Drosophila melanogaster. Contudo, novos estudos precisam ser realizados visando a 

identificar os mecanismos de ação, bem como ensaios in vivo para avaliar atividade 

antibacteriana, moduladora e tóxica. 

 

4.2 Perspectivas de Investigações Futuras 

 

Espera-se que sejam realizados estudos mais aprofundados, tanto in vitro como in vivo, 

para identificação dos mecanismos de ação que levam a essas atividades biológicas 

apresentadas pelo Terpinoleno. Como a modelagem molecular e computacional, para a 

confirmação da possível interação com as proteínas de bombas de efluxo e com a β-

lactamase. Bem como, ensaios de toxicidade utilizando células eucariontes através da 

fragilidade osmótica. Após o resultado expandir para organismos mais complexos, tanto no 

contexto toxicológico como nos estudos microbiológicos. 
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5. ANEXOS 

 

5.1 Produção científica ligada ao mestrado 
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6. APÊNDICES 

6.1 Versão do Manuscrito Publicado em Inglês 
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