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RESUMO 

IN VITRO E IN SILICO: INIBIÇÃO DE BOMBAS DE EFLUXO DE Staphylococcus 

aureus POR COMPOSTOS FENÓLICOS  

 

RESUMO 

 

A resistência bacteriana aos antibióticos tem tornado o tratamento de infecções mais difícil, 

contribuindo para o aumento das doses de medicamento, tratamentos adicionais e tem 

prologado a permanência em hospitais. Essa resistência está associada a diversos mecanismos, 

dentre eles proteínas que promovem o efluxo ativo, extrudindo os antibióticos da célula 

bacteriana impedindo que cheguem à concentração necessária para a realização do efeito. Na 

busca da resolução deste problema, diversas substâncias estão sendo investigadas por seu 

potencial inibidor de bombas de efluxo, dentre elas os compostos fenólicos. O objetivo do 

presente estudo consiste em avaliar a atividade da quercetina e do pirogalol como possíveis 

inibidores de bombas de efluxo de cepas de Staphylococcus aureus, e verificar a interação 

desses compostos por metodologias in sílico como a docagem molecular e dinâmica molecular. 

Os testes para a obtenção da Concentração Inibitória Mínima - CIM da quercetina e do pirogalol 

e para a análise da inibição de bomba de efluxo por modificação da CIM dos antibióticos e 

brometo de etídio, foram feitos pela metodologia de microdiluição em caldo. Também foram 

realizados ensaios computacionais pelas metodologias de Docagem Molecular e Dinâmica 

Molecular, com intuito de identificar os mecanismos de interação das substâncias testadas. Nos 

dados obtidos pela quercetina, houve atividade antibacteriana direta apenas com a cepa IS-58 

com o valor de CIM 512 µg/mL, e a inibição da bomba de efluxo foi observada nas cepas IS-

58 portadora da bomba Tet(K) e SA-1199B portadora da bomba NorA. A interação da 

quercetina com a proteína NorA, ocorreu através da ligação de hidrogênio entre o oxigênio da 

cadeia lateral SER138. Já os resultados obtidos com o pirogalol, mostram sua atividade direta 

contra a cepa IS-58 (bomba Tet(K)) com o valor de CIM 512 µg/mL, e seu sinergismo pela 

redução da CIM do antibiótico tetraciclina (128 µg/mL para 45,25 µg/mL). Não houve redução 

da CIM do brometo de etídio, indicando que o mecanismo de resistência não foi inibido. A 

simulação de Dinâmica molecular demostrou que o pirogalol interage apenas com a superfície 

da membrana. Novos estudos poderiam ser realizados para verificar se a quercetina e o pirogalol 

podem atuar na inibição de outros tipos de bombas de efluxo. 

 

 

Palavras-Chave: Gram-positiva. Pirogalol. Quercetina. Reversão de resistência. 
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ABSTRACT 

IN VITRO AND IN SYLIC: INHIBITION OF Staphylococcus aureus EFLUX PUMPS 

BY PHENOLIC COMPOUNDS  

 

ABSTRACT 

 

Bacterial resistance to antibiotics has made the treatment of infections more difficult, 

contributing to increased drug doses, additional treatments and prolonged hospital stays. This 

resistance is associated with several mechanisms, including proteins that promote active efflux, 

extruding antibiotics from the bacterial cell, preventing them from reaching the concentration 

necessary to achieve the effect. In the search to solve this problem, several substances are being 

investigated for their potential inhibitor of efflux pumps, among them phenolic compounds. 

The objective of the present study is to evaluate the activity of quercetin and pyrogallol as 

possible inhibitors of efflux pumps of Staphylococcus aureus strains, and to verify the 

interaction of these compounds by in silico methodologies such as molecular docking and 

molecular dynamics. The tests to obtain the Minimum Inhibitory Concentration - MIC of 

quercetin and pyrogallol and for the analysis of the efflux pump inhibition by modifying the 

MIC of antibiotics and ethidium bromide, were performed using the broth microdilution 

methodology. Computational tests were also carried out using the Molecular Docking and 

Molecular Dynamics methodologies, in order to identify the interaction mechanisms of the 

substances tested. In the data obtained by quercetin, there was direct antibacterial activity only 

with the IS-58 strain with a MIC value of 512 µg/mL, and the inhibition of the efflux pump was 

observed in the IS-58 strains carrying the Tet(K) and SA pump. -1199B carrying the NorA 

bomb. The interaction of quercetin with the NorA protein occurred through the hydrogen bond 

between the oxygen of the SER138 side chain. The results obtained with pyrogallol show its 

direct activity against the IS-58 strain (Tet(K) pump) with a MIC value of 512 µg/mL, and its 

synergism by reducing the MIC of the antibiotic tetracycline (128 µg/mL to 45.25 µg/mL). 

There was no reduction in the MIC of ethidium bromide, indicating that the resistance 

mechanism was not inhibited. Molecular dynamics simulation showed that pyrogallol interacts 

only with the membrane surface. Further studies could be carried out to verify whether quercetin 

and pyrogallol can act to inhibit other types of efflux pumps. 

 

Keywords: Gram-positive. Pyrogallol. Quercetin. Reversal of resistance. 
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                                                    IMPORTÂNCIA/RELEVÂNCIA PARA A SOCIEDADE  

A resistência bacteriana é causada pelo uso indiscriminado de antibióticos, seja com aditivo no 

ramo agropecuário, e como também no tratamento de enfermidades provocadas por bactérias. 

Na pandemia por Covid-19 o antibiótico azitromicina foi frequêntemente prescrito por 

profissionais da saúde. Sabemos que o uso de forma abusiva dos antibióticos contribui para a 

seleção e disseminação de estirpes resistentes. Bactérias como Staphylococcus aureus podem 

causar doenças que vão desde dermatites, até endocardite e choque séptico. Essa bactéria 

também tem sido associada a infecções resistentes. A resistência bacteriana tem dificultado o 

tratamento de infecções, contribuindo com a superlotação de hospitais e com aumento da 

mortalidade. Essa resistência está ligada a vários mecanismos, dentre eles, as bombas de efluxo, 

que realizam a extrusão de substâncias como os antibióticos para fora da célula bacteriana, 

interferindo na quantidade necessária desses medicamentos, afetando sua eficácia. Esse estudo 

buscou investigar a ação de duas substâncias, a quercetina e o pirogalol, comumente 

encontradas em cereais, frutas, chás e outros, e que podem contribuir com o aumento do efeito 

de fármacos antibacterianos já utilizados, bloqueando a ação do mecanismo bacteriano já 

mencionado. Dessa forma, essa tese pode contribuir na descoberta de mecanismos de ação e 

substâncias capazes que atuar na reversão da resistência bacteriana, que poderão ser base para 

formulação de novos medicamentos e inovação de tratamentos para infecções bacterianas 

persistentes. 
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1 INTRODUÇÃO GERAL 

1.1 ESTRATÉGIAS DE PESQUISA 

 

Dentre os mecanismos bacterianos associados ao problema da resistência aos 

antibióticos, as bombas de efluxo são um dos principais responsáveis por dificultar o uso de 

drogas antibióticas no tratamento de diversas infecções bacterianas. O aumento do número de 

patógenos multirresistentes, tem despertado a necessidade por novas fontes de tratamento, 

principalmente a busca por novos inibidores de bombas de efluxo (KABRA et al., 2019). Nessa 

perspectiva, substâncias derivadas de plantas como extratos, óleos essenciais e compostos 

isolados têm sido investigados quanto as suas propriedades antibacterianas, principalmente 

relacionadas com a reversão da resistência bacteriana. 

 Diversas metodologias podem ser empregadas no intuito de verificar a atividade de 

compostos naturais e sintéticos, dentre elas a metodologia de microdiluição em caldo utilizada 

na verificação da Concentração Inibitória Mínima (CIM) proposto por Javadpour et al. (1996) 

e pelo CLSI (2015), que permite a verificação da ação direta da substância avaliada. Para 

auxiliar na busca por novos inibidores de bomba de efluxo, a metodologia de Coutinho e 

colaboradores (2008), utiliza a concentração subinibitória (CIM/8), com o objetivo de 

identificar se a associação das substâncias testadas, auxiliou na potencialização do antibiótico. 

O brometo de etídio é usado para evidenciar a inibição das bombas de efluxo. E para a 

confirmação da presença do mecanismo estudado, inibidores padrões como a clorpromazina e 

o Cianeto de Carbonila m-Clorofenil-Hidrazona - CCCP são utilizados. 

Para facilitar a compreensão dos mecanismos de ação que ocasionaram um determinado 

efeito de uma substância, seja ela um composto natural ou sintético, as simulações 

computacionais como a Docagem Molecular e a Dinâmica Molecular, são metodologias 

capazes de verificar as interações a nível molecular, através de cálculos de energia de ligação, 

acoplamento, dentre outros (LIU et al., 2018; HOLLINGSWORTH; DROR, 2018). Nesse 

estudo, os cálculos da docagem foram realizados utilizado o DockingServer e as simulações de 

Dinâmica Molecular foram feitas com o software GROMACS 2019.4. Isto nos permite entender 

como o composto estudado, como um candidato a inibidor, conseguiu reverter a resistência 

bacteriana por inibição de bomba de efluxo (SCHWEIZER, 2012). 

No intuito de facilitar a compreensão dos leitores, essa tese foi organizada em capítulos. 

O capítulo I corresponde a fundamentação teórica, onde está contido informações buscadas na 
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literatura sobre o tema abordado. O capítulo II trata do primeiro artigo publicado, que mostra a 

ação da quercetina sobre bombas de efluxo de Staphylococcus aureus, com também a interação 

desse composto com a proteina de efluxo NorA. O capítulo III nos trás o segundo artigo 

publicado, que demostra a ação do pirogalol sobre a cepa de S. aureus portadora da bomba de 

efluxo Tet(K) e sua interação in silico com a membrana bacteriana. A seção de considerações 

finais está composta pelos aspectos da produção científica, conclusões gerais e perspectivas de 

investigações futuras. Os anexos mostram a produção cientíca associada a tese e outras que não 

estam relacionadas a mesma, e que foi realizada durante o período do doutorado. 
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2 OBJETIVOS 

2.1. OBJETIVO GERAL 

 

Avaliar a atividade de inibição de bombas de efluxo de Staphylococcus aureus pelos 

compostos fenólicos quercetina e pirogalol e analisar os mecanismos de interação in silico. 

 

2.2. OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

 

✓ Verificar a atividade antibacteriana direta da quercetina e do pirogalol por meio do ensaio 

de Concentração Inibitória Mínima (CIM); 

✓  Averiguar o efeito potencializador dos compostos fenólicos sobre os antibióticos pela 

redução da CIM; 

✓ Analisar a inibição das bombas de efluxo de S. aureus NorA, TetK. MsrA pela redução da 

CIM do brometo de etídio;  

✓ Investigar os mecanismos de interação dos compostos fenólicos pelas metodologias de 

Docagem Molecular e Dinâmica Molecular; 

 

2.3. OBJETIVOS E QUESTIONAMENTOS  

 

Considerado como um dos maiores problemas de saúde pública em escala mundial, a 

resistência bacteriana aos antibióticos está relacionada a diversos fatores que vão desde o uso 

de forma inadequada a falhas de procedimentos de biossegurança, como a higienização das 

mãos feita de maneira incorreta, falta do uso de equipamentos de proteção individual e outras 

(OLIVEIRA et al., 2008; LLOR et al., 2014; O’NEILL, 2016). Essa resistência tem sido 

denominada como uma habilidade de um micro-organismo de tolerar uma substância 

bacteriostática ou bactericida, mesmo levando em consideração a suscetibilidade específica de 

uma espécie (VERRAES et al., 2013). 

Dentre os mecanismos de resistência utilizados pelas bactérias para interferir no efeito 

das drogas antibacterianas, as bombas de efluxo (efluxo ativo), capazes de extrudir substâncias 

tóxicas para o meio extracelular, correspondem a um dos mecanismos de resistência bacteriana 
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mais investigados pela comunidade científica (MASI et al., 2017; SING et al., 2017; RIBEIRO 

et al., 2019; HASSANZADEH et al., 2020).  

Essas bombas de efluxo podem ser encontradas tanto em bactérias Gram-negativas 

como Gram-positivas (SPENGLER et al., 2017). Podemos destacar como participante deste 

último grupo, a espécie Staphylococcus aureus, encontrada na microbiota humana e causadora 

de diversas infecções de importância clínica (TASCINI et al., 2020; HAJIKHANI et al., 2021). 

Infelizmente, com o aumento da exposição a fármacos antibacterianos, esta espécie se tornou 

resistente a diversas classes de antibióticos comumente utilizados, dificultando o tratamento de 

doenças causadas pela mesma (AKANBI et al., 2017; GUO et al., 2020). 

Com o intuito de reverter o problema da resistência bacteriana aos antibióticos, é 

imperativa a busca por novas fontes de tratamento. Os inibidores de bombas de efluxo 

administrados juntamente com drogas antibióticas já utilizadas, podem contribuir para um 

aumento da eficiência do medicamento, como também na redução da concentração, e dessa 

forma, auxiliando na diminuição de efeitos colaterais (PRASCH; BUCAR, 2015; SEUKEP et 

al., 2020). 

Diversos metabólitos secundários de plantas já são relatados na literatura por possuírem 

atividade antibacteriana contra diversos micro-organismos patogênicos. O que inclui alguns 

trabalhos realizados por nosso grupo de pesquisa, que já verificaram a reversão de mecanismos 

de resistência por meio de compostos como: ácido gálico, ácido cafeico, carvacrol, timol e 

terpinoleno (DOS SANTOS et al., 2018; SILVEIRA et al., 2020; SCHERF et al., 2020). Dentre 

eles, os compostos fenólicos podem ser destacados por apresentarem diversos mecanismos de 

ação que levam ao efeito antibacteriano, como: danos à membrana, mudanças na 

permeabilidade e inibição de bomba de efluxo (LIMA et al., 2019).  

Além da verificação das propriedades biológicas e farmacológicas é necessária a 

investigação do seu mecanismo de interação, que pode ser realizado por metodologias 

computacionais. A Docagem molecular realiza simulações que determinam a interação receptor 

e ligande, e verifica se há uma alta afinidade de ligação (LIU et al., 2018). Já a Dinâmica 

Molecular faz a previsão de movimentos em um sistema molecular, como por exemplo as 

proteínas, guiando interações (CHEN et al., 2014). 
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3 CAPÍTULO I - FUNDAMENTAÇÃO TEÓRICA 

3.1 RESISTÊNCIA BACTERIANA A FÁRMACOS 

 

A descoberta dos antibióticos se destacou como um dos mais importantes achados 

médicos do século XX (ALDULAIMI, 2017). Nos anos 40 com o início da utilização clínica 

da penicilina, houve uma significativa redução da mortalidade por infecções provocadas por 

Staphylococcus aureus em comparação com a registrada na era pré-antibiótica. Entretanto com 

a adoção deste tratamento, em alguns anos depois, o número de casos relacionados a resistência 

bacteriana crescia rapidamente (GIULIERI et al., 2020).  

Alguns estudos mostram que a bactéria S. aureus resistente à meticilina (MRSA), já 

circulava antes mesmo do uso da meticilina, e que possivelmente tenha sido selecionada pela 

utilização da penicilina. A disseminação de MRSA nos hospitais contribuiu para várias 

epidemias comunitárias (HARKINS et al., 2017). Já a resistência a vancomicina ocorreu de 

forma lenta e pode ter relação com a utilização restrita desse antibiótico depois de diversas 

ocorrências de infecções por MRSA (GIULIERI et al., 2020). 

Caracteriza-se a resistência como a ausência da capacidade de um antibiótico de 

alcançar seu alvo microbiano (MARSHALL; LEVY, 2020). O uso de fármacos antibacterianos 

de forma descontrolada e inadequada possibilitou a propagação de estirpes bacterianas 

resistentes, contribuindo diretamente para a ineficiência de várias classes de antibióticos, 

facilitando a incidência de mecanismos de resistência e colaborando para o aumento de casos 

de infecções relacionadas a resistência bacteriana (LLOR et al., 2014; LONG et al., 2016; 

LEVIN-REISMAN et al., 2017). 

A resistência pode ser classificada como intrínseca ou adquirida. A resistência intrínseca 

está associada aos aspectos de função e estrutura específica da própria bactéria. Como exemplo 

temos bombas de efluxo inespecíficas e enzimas inativadoras (COX; WRIGHT, 2013; 

PONTES et al., 2018). No caso da adquirida, a obtenção ocorre através da transferência 

horizontal de genes e plasmídeos. Pela sua fácil transmissão, oferecem um risco maior de 

disseminação. As bombas de efluxo com substratos específicos, são exemplos de resistência 

adquirida (VAN HOEK et al., 2011; YILMAZ et al., 2017). 

A resistência a drogas antibacterianas tem dificultado o tratamento de infecções 

bacterianas, tornando necessário o aumento de doses maiores de antibióticos, tratamentos 
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adicionais e o prolongamento da permanência em ambientes hospitalares (KHAMENEH et al., 

2016). Este fenômeno está relacionado ao uso de mecanismos que interferem na eficácia de 

fármacos existentes, como: a inativação enzimática, redução da permeabilidade da parede 

celular, alteração do alvo do medicamento e através da expressão das bombas de efluxo (Figura 

1) (SABATINI et al., 2012; ALDULAIMI, 2017). 

Figura 1: Mecanismos de resistência bacteriana a drogas antibacterianas. 

Fonte: adaptado de Nicolsen e Stang (2019). 

 

O mecanismo de inativação enzimática consiste na alteração direta e inativação do 

antibiótico, que pode acontecer de duas formas: por hidrólise ou por transferência de um grupo 

químico. Por hidrólise, as β-lactamases são enzimas que atuam nessas modificações, causando 

resistência aos antibióticos β-lactâmicos (JOHNSON; WOODFORD, 2013). São obtidas 

através de genes contidos em elementos genéticos móveis (plasmídeos), o que resulta em altos 

níveis de expressão e resistência (DANTAS; SOMMER, 2012). Já por transferência de grupo 

químico, a ligação do antibiótico com a proteína alvo é impedida, pela transferência de tiol, 

fosforilação, acila, glicosilação entre outros. Os aminoglicosídeos são muito suscetíveis a esse 

processo por causa de seus grupos amina e hidroxila (NORRIS; SERPERSU, 2013). 

A redução da permeabilidade da parede celular geralmente acontece pela regulação 

negativa das porinas ou pela ocorrência de mutações nos genes dessas proteínas (LI et al., 

2012). A alteração do alvo do medicamento pode ocorrer de diversas formas: por mutação, 

modificação e proteção. Nas alterações estruturais, a ligação é impedida, porém, não há 
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modificação na funcionalidade do alvo. Isso pode ocorrer pelo processo denominado de 

transformação (BLAIR et al., 2015). No caso da alteração e proteção do alvo, não é necessária 

a ocorrência de mutações nos genes codificadores das moléculas alvo, apenas modificações 

pós-transcricionais. Pode haver em alguns casos a presença da ação de enzimas (KUMAR et 

al., 2014). 

 

3.2 BOMBA DE EFLUXO 

A superexpressão dos sistemas de bombas de efluxo corresponde à extrusão de 

compostos tóxicos (antibióticos, corantes, biocidas e outros) para o meio externo da célula 

bacteriana, ocasionando a redução das concentrações e diminuído a sua eficácia (PEREZ et al., 

2012; SCHINDLER et al., 2016). Essas bombas de efluxo são proteínas encontradas na 

membrana citoplasmática das células procarióticas e eucarióticas. São denominadas também 

como transportadores ativos, e necessitam de uma fonte de energia química para desempenhar 

sua função (KOSMIDIS et al., 2012; SPENGLER et al., 2017). 

De acordo com a fonte de energia utilizada para a expulsar os compostos tóxicos da 

célula bacteriana, as bombas de efluxo podem ser agrupadas em duas categorias: 

transportadores ativos primários e secundários. Os transportadores ativos primários usam a 

energia fornecida através da hidrolise de ATP, como exemplo, temos os transportadores da 

Superfamília de Cassete de Ligação de Adenosina Trifosfato (ATP) - ABC (SCHINDLER et 

al., 2016; LEKSHMI et al., 2018). Os secundários utilizam o gradiente de concentração de íons, 

dentre eles estão as bombas de efluxo que fazem parte das famílias MATE (Família de Extrusão 

de Compostos Tóxicos e Multidrogas), SMR (Família de Resistência a Multidrogas) e MFS 

(Superfamília Facilitadora) (ALNASERI et al., 2015). 

Há uma grande diversidade de bombas de efluxo classificadas e distribuídas em seis principais 

famílias conforme as suas características de composição, substratos, número de regiões de 

transmissão transmembrana e fonte de energia (SUN et al., 2014). Pode-se citar a Superfamília 

de Divisão de Nodulação de Resistência (Resistance Nodulation Division – RND), Família de 

Resistência a Multidrogas (Small Multidrug Resistance – SMR), Superfamília Facilitadora 

(Major Facilitator Superfamily - MFS), Família de Extrusão de Compostos Tóxicos e 

Multidrogas (Multidrug and Toxic Compound Extrusion - MATE), Superfamília de Cassete de 

Ligação de Adenosina Trifosfato (ATP) (ATP Binding Cassette - ABC) e a Superfamília de 

Efluxo de Compostos Antimicrobianos Proteobacterianos (superfamily and the proteobacterial 

antimicrobial compound efflux - PACE) (Figura 2) (HASSAN et al., 2015; MUNITA; ARIAS, 
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2016).  

 

Figura 2: As principais famílias de Bombas de efluxo. 

Fonte: Adaptado de KABRA et al., 2019. 

Legenda: O quadrado rosa corresponde ao antimicrobiano. 

 

3.2.1 Superfamília de Divisão de Nodulação de Resistência (Resistance Nodulation Division – 

RND) 

 

A superfamília RND é encontrada predominantemente em bactérias Gram-negativas 

(HANDZLIK; MATYS; KIEĆ-KONONOWICZ, 2013). Essa família catalisa o efluxo através 

do antiporte substrato/H+. Todas as bombas de efluxo RND estudadas até o momento, são 

transportadores de múltiplas drogas (NIKAIDO, 2011). Conferem resistência a tetraciclinas, 

alguns β-lactâmicos, cloranfenicol, novobiocina, ácido fusídico e fluoroquinolonas. Também 

podem extrudar vários compostos como sais biliares, corantes catiônicos e desinfetantes 

(MUNITA; ARIAS, 2016). 

 

3.2.2 Família de Resistência a Multidrogas (Small Multidrug Resistance – SMR) 

 

As bombas de efluxo da família SMR podem ser encontradas em bactérias e 

arqueobactérias e transportam diversos antibióticos e substâncias lipofílicas (SPENGLER et 

al., 2017). Como exemplo desta família pode-se citar a bomba QacC encontrada em 
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Staphylococcus aureus, que expulsa para o meio extracelular amônio quaternário e brometo de 

etídio (WASSENAAR et al., 2015). 

 

3.2.3 Superfamília Facilitadora (Major Facilitator Superfamily - MFS) 

 

A MFS é mencionada como a maior família de transportadores secundários ativos, ela 

possui mais de 10.000 membros com o sequenciamento genético já realizado. Esses 

transportadores possuem uma grande diversidade de substratos como lipídios, aminoácidos, 

hidratos de carbono, antibióticos e outras substâncias (LEKSHMI et al., 2018). Estão 

localizados na membrana citoplasmática das bactérias, auxiliando na prevenção do acúmulo de 

drogas no meio interno. A codificação genética dessas bombas geralmente é cromossômica, 

mas algumas são portadoras de plasmídeos (RANAWEERA et al., 2015). Alguns membros 

desta superfamília são as bombas NorA, TetK e QacA/B. 

A bomba de efluxo NorA é formada 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). Está localizada na membrana citoplasmática 

e corresponde a um sistema de efluxo codificado cromossomicamente cuja ocorrência do 

acréscimo da resistência às fluoroquinolonas está associado com o aumento da expressão do 

gene norA (NG; TRUCKSIS; HOOPER, 1994).  A bomba NorA pode expulsar diversos 

compostos diferentes, tais como fluoroquinolonas, compostos de amônio quaternário e 

antissépticos, fenotiazinas, tioxantenos, verapamil, omeprazol, alguns terpenóides, reserpina e 

corantes como o brometo de etídio (DEMARCO et al., 2007; GERMAN et al., 2008; 

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

A cepa SA-1199B é uma das mais estudadas em relação a expressão de NorA de forma 

constitutiva e não induzível.  Já a cepas SA-1199, descrita como do tipo selvagem expressa 

NorA de maneira induzível (KAATZ; SEO, 1995; KAATZ; SEO; RUBLE, 1993). 

A Bomba Tet(K) é restrita para um tipo de substrato, atuando na diminuição da 

concentração intracelular da Tetraciclina (PIDDOCK, 2006). Os genes Tet que são associados 

a esta resistência, são móveis geneticamente e realizam a codificação de proteínas ligadas a 

membrana, possuindo como base os ribossomos que são protegidos através da expulsão da 

Tetraciclina (CHOPRA; ROBERTS, 2002). 



 

31 

 
 

A proteína de efluxo QacA/B encontrada em S. aureus é codificada através de 

plasmídeos. Essa bomba de efluxo pode extrudir a tetraciclina e diversos outros tipos de 

substâncias, o que comprova sua multirresistência (CHATTERJEE et al., 2016). 

 

3.2.4 Família de Extrusão de Compostos Tóxicos e Multidrogas (Multidrug and Toxic 

Compound Extrusion – MATE) 

 

As proteínas da família MATE possuem 12 segmentos transmembranares e realizam o 

antiporte para expulsar substâncias tóxicas, usando o gradiente de ions da membrana, efluindo 

corantes e fluoroquinolonas (KURODA; TSUCHIYA, 2009). 

A bomba de efluxo MepA é codificada pelo gene de origem cromossômica mepA. Foi 

um dos primeiros transportadores da família MATE a ser caracterizado em Staphylococcus 

aureus (KAATZ; MCALEESE; SEO, 2005). Pode expulsar diversos tipos de compostos como 

ciprofloxacino, norfloxacino, moxifloxacina, compostos de amônio quaternário, brometo de 

etídio e outros (KAATZ; DEMARCO; SEO, 2006). 

 

3.2.5 Superfamília de Cassete de Ligação de Adenosina Trifosfato (ATP) (ATP Binding 

Cassette - ABC) 

 

As bombas da família ABC podem ser localizadas nas células de diversas espécies de 

organismos, com frequência na membrana plasmática, mas podem estar também nas 

membranas das organelas. Dentre as bombas pertencentes a esta família podemos citar a DrrAB 

de Streptomyces peuceticus e a MsrA encontrada em S. aureus e resistente ao antibiótico 

eritromicina (CANNON et al., 2009). Os membros desta família não expulsam somente 

antibióticos macrolídeos, mas também lipopeptídeos de membrana externa, protoporfirina, 

fatores de virulência de polipeptídeos e lipopolissacarídeos (FITZPATRICK et al., 2017). 

 

3.2.6 Superfamília de efluxo de compostos antimicrobianos proteobacterianos (superfamily 

and the proteobacterial antimicrobial compound efflux - PACE) 

A família PACE de proteínas de transporte corresponde a uma recente descoberta em 

relação aos mediadores de efluxo de fármacos.  Essa família é restrita em relação aos seus 

substratos, incluindo biocidas sintéticos como clorexidina e acriflavina (HASSAN et al., 2015). 
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Porém, as proteínas PACE são mais localizadas em patógenos Gram-negativos oportunistas, 

como: Pseudomonas aeruginosa e Klebsiella pneumoniae (HASSAN et al., 2018). 

 

3.3 Staphylococcus aureus 

 

Staphylococcus aureus é um patógeno Gram-positivo com grande importância em uma 

ampla série de síndromes clínicas, como doenças cutâneas, pneumonia, endocardite, síndrome 

do choque tóxico e infecções relacionadas a próteses médicas (WELTE et al., 2019; JANG et 

al., 2019; TASCINI et al., 2020; HAJIKHANI et al., 2021). É pertencente ao gênero 

Staphylococcus e a família Staphylococcaceae, podendo ser encontrado na microbiota natural 

humana (ONDUSKO; NOLT, 2018). A sua resistência a diversos tipos de drogas, está 

relacionada ao fato desse micro-organismo apresentar mecanismos de resistência intrínseca ou 

adquirida (DURÃO et al., 2018). 

A espécie em questão, pode desenvolver resistência a diversos tipos de antibióticos 

através de diferentes mecanismos, prejudicando a sua eficiência. A obtenção de elementos 

móveis relacionados a resistência genética por transferência horizontal de genes, 

superexpressão de bombas de efluxo e mutações de alvos de drogas antibióticas, são os mais 

relatados na literatura (FOSTER 2017; DADASHI et al., 2020). Foram relatados para S. aureus, 

14 tipos de bombas de efluxo multidrogas, codificadas nos cromossomos e em plasmídeos 

(COSTA et al., 2013). As bombas de efluxo mais investigadas na espécie em questão são da 

família MFS, com exemplo pode-se citar a bomba NorA (MOHAMMED‐ALI.; 

JAMALLUDEEN, 2015; BHASKAR et al., 2016; PAPKOU et al., 2020).  

Dentre as cepas de S. aureus resistentes mais mencionadas em estudos, as resistentes à 

meticilina (MRSA) são consideradas de alta prioridade, por causar infecções cutâneas (pele e 

tecidos moles) e doenças letais invasivas. Isto se deve aos diversos fatores de virulência que 

essa cepa produz, como também a sua resistência aos β-lactâmicos (LEE et al., 2018). Além 

disso, as proteínas de transporte de efluxo de múltiplas drogas dificultam a adoção de medidas 

terapêuticas e de prevenção de novas infecções (DONG et al., 2018). 

Desse modo, S. aureus é uma bactéria patogênica de importância progressiva, que está 

relacionada tanto com sua capacidade de causar diversas infecções, como também ao aumento 

de casos associados a resistência antibiótica (TONG et al., 2015). Isto tem proporcionado a 

busca, desenvolvimento e identificação de novos agentes, que possam contribuir com a solução 

do problema da resistência bacteriana (STRYJEWSKI; COREY, 2014; LEE et al., 2018). 
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3.4 – INIBIDORES DE BOMBAS DE EFLUXO (IBEs) 

 

Os Inibidores de Bombas de Efluxo (IBEs) na língua inglesa Efflux Pump Inhibitors 

(EPIs), são definidos como moléculas que inibem as bombas de efluxo por um ou mais 

mecanismos. Isto poderia contribuir com a eficiência de um antibiótico dentro da célula. Eles 

podem ser utilizados em associação com as drogas antibióticas potencializando a atividade das 

mesmas, contra patógenos bacterianos que expressam bombas de efluxo (BHARDWAJ; 

MOHANTY, 2012; SUMITHRA et al., 2012). 

De acordo com seus modos de ação, os IBEs podem ser classificados em duas 

categorias: dissipadores de energia e os que se ligam diretamente à bomba de efluxo. As bombas 

de efluxo precisam de uma fonte de energia, como o gradiente de próton ou ATP, o modo de 

ação por dissociação traria a inibição da função proteica (BHATTACHARYYA et al., 2017). 

O Cianeto de Carbonila m-Clorofenil-Hidrazona (CCCP) age dessa forma, dissipando a força 

próton-motriz, alterando o potencial eletroquímico da membrana para o íon H+. Depois de se 

ligar de forma reversiva aos prótons, faz o seu transporte através da membrana provocando a 

despolarização da mesma, com a interferência no gradiente de concentração eletroquímica 

ocorre a redução do processo de síntese de ATP (YU et al., 2015; ANOUSHIRAVANI et al., 

2016; NI et al., 2016). 

Outro mecanismo que resulta na inibição das bombas de efluxo é a ligação dos IBEs às 

bombas de efluxo funcionais, ocasionando a redução da capacidade das bombas de interagir 

com seus substratos. Esta ligação pode ser do tipo competitiva, onde a substância inibidora 

compete com os substratos para o mesmo local de ligação. Pode ocorrer também de forma não 

competitiva, onde a ligação do IBE à bomba provoca a redução na afinidade da bomba com 

seus substratos. Porém, as bactérias podem alterar suas bombas de efluxo para modificar os 

locais alvo destes inibidores (SHARMA; GUPTA; PATHANIA et al., 2019). Os IBEs também 

podem ser agrupados de acordo com sua origem como: inibidores naturais, sintéticos e drogas 

reposicionadas (KUMAR et al., 2008).   

Diversos inibidores naturais citados em muitas pesquisas são originados de plantas 

(ROY et al., 2012; SHIU et al., 2013; CHOVANOVÁ et al., 2015). Essa origem traz vantagens 

como o baixo custo de produção e extração, toxicidade reduzida e alto nível de atividade. São 

classificados de acordo com a sua composição química como flavonoides, terpenos, chalconas, 

alcalóides e outros (SEUKEP et al., 2020). Um dos primeiros IBEs advindos de plantas foi o 
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alcalóide reserpina, extraído da planta Rauwolfia serpentina L. Esse composto potencializou o 

efeito das fluoroquinolonas, contribuindo com a inibição da bomba de efluxo NorA em S. 

aureus (KHAMENEH et al., 2019). 

Além dos IBEs naturais, existem os inibidores sintéticos derivados de processos 

químicos artificiais, como o composto peptidomimético PAβN (fenilalanina-arginina β-

naftilamida), que consegue inibir vários sistemas de efluxo, principalmente de bactérias Gram-

negativas, como por exemplo a bomba AcrAB-TolC de E. coli (VARGIU; NIKAIDO, 2012). 

Mas o PAβN é bastante tóxico, impossibilitando seu uso clínico (SJUTS et al., 2016). 

Alguns inibidores de bombas de efluxo são fármacos reposicionados (SABATINE et 

al., 2012). Comparado com a busca por novas drogas, o redirecionamento ou reposicionamento 

de medicamentos possui uma maior possibilidade de produzir compostos biodisponíveis e que 

ofereçam mais segurança. Eles podem ir diretamente para testes clínicos ou serem usados como 

indicações para otimização de medicamentos, reduzindo os custos e o tempo gasto nos 

processos de desenvolvimento (MULLARD, 2012). Pesquisas têm identificado alguns efeitos 

antibacterianos em diversos medicamentos com aprovação para outros fins, como antifúngicos, 

anticancerígenos, tratamentos cardiovasculares e antipsicóticos (BONCHI et al., 2014; 

SAVOIA, 2016; RAMPIONI et al., 2017). Dentre as drogas reposicionada utilizadas como 

inibidores de bombas de efluxo, pode-se citar o verapamil, usado como anti-hipertensivo que 

aumentou o efeito do ciprofloxacino contra a cepa de S. aureus 1199B (HOLLER et al., 2012). 

Outro exemplo, é o fármaco com funções analgésica e anti-inflamatória celecoxibe, que inibiu 

o efluxo de brometo de etídio da cepa SA-1199B portadora da bomba NorA (SABATINE et 

al., 2012). 

 

3.5 – COMPOSTOS FENÓLICOS 

 

Na busca por tratamentos para diversas enfermidades, substâncias derivadas de plantas 

vêm sendo utilizadas há muitos anos devido aos seus efeitos benéficos. Muitos compostos 

isolados demostram atividade antibacteriana sejam utilizados isoladamente ou em combinação 

com drogas antibacterianas existentes. Isto pode contribuir bastante na procura por soluções 

capazes de resolver o problema da resistência bacteriana (KYAW et al., 2012; WOJTYCZKA 

et al., 2013).  

Dentre esses, os compostos fenólicos constituem um grande grupo de metabólitos 

secundários adivindos de diversas espécies de plantas. Em sua estrutura molecular, estes 
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compostos possuem um anel aromático que pode conter um ou mais grupos hidroxila, podendo 

ser uma molécula simples ou polimerizada (ZANG et al., 2016; SOUZA et al., 2019). São 

distribuídos em várias categorias como taninos, ligninas, flavonoides, ácidos fenólicos, 

quinonas, flavonas, flavonóis e cumarinas (HSIAO et al., 2011). Possuem diversas atividades 

biológicas e farmacológicas como: antioxidante, anticâncer, antibacteriana, cardioprotetoras, 

anti-inflamatórias entre outras (ANDREU et al., 2018; MENG et al., 2018). 

Diversos estudos relatam que compostos fenólicos, como flavonoides e ácidos 

fenólicos, possuem atividades antimicrobianas contra uma grande diversidade de micro-

organismos e atuam na sensibilização de estirpes multirresistentes aos antibióticos (CHAN et 

al., 2011; BORGES et al., 2013; LUÍS et al., 2014). Podem auxiliar na inibição da resistência 

bacteriana, por serem capazes de prejudicar a sua locomoção, aderência à superfície, 

constituição de biofilmes e formação de determinantes da virulência (WANG et al., 2014). 

Esses compostos também podem potencializar os efeitos dos antibióticos através de vários 

mecanismos, como por meio das propriedades farmacocinéticas ou físico-químicas, que 

contribuem para o aumento da solubilidade dos fármacos, e atividade multialvo ou seja, cada 

substância atua em um diferente local na célula bacteriana (DAGLIA 2012; ZACCHINO et al., 

2017). 

Além de atuarem aumentando a eficácia de alguns antibióticos comumente utilizados, 

estes metabólitos secundários também podem potencializar o efeito antibacteriano de 

substâncias da mesma classe, como por exemplo, a quercetina, que foi capaz de potencializar o 

efeito da luteolina (AMIN et al., 2016). 

Muitos destes compostos são relatados na literatura por possuírem atividade contra 

bactérias Gram-positivas, dentre estes podemos citar a luteolina, ácido clorogênico, apigenina 

e quercetina, que demostraram efeito antibacteriano contra vinte e nove isolados clínicos de 

MRSA (SU et al., 2014). 

Tratando da atividade antibacteriana por inibição de bombas de efluxo, muitos 

compostos fenólicos podem ser mencionados. Um derivado do ácido ferúlico em combinação 

com o ciprofloxacino inibiu a bomba de efluxo NorA e reduziu o crescimento de MRSA 

(SUNDARAMOORTHY et al., 2018). O flavonoide fisedinitol em associação sinérgica com o 

Norfloxacino e como brometo de etídio, foi capaz de inibir a bomba de efluxo NorA de 

Staphylococcus aureus (DA SILVA et al., 2020).  
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3.5.1 Quercetina 

 

O flavonoide quercetina é muito encontrado em cereais e legumes, como também nas 

folhas de plantas medicinais como Ginkgo biloba L. e Hypericum perforatum L. 

(WICZKOWSKI et al., 2008; NABAVI et al., 2012). Sua composição química é representada 

por 3,3’,4’,5,7-pentahidroxiflavona, este composto fenólico apresenta diversas propriedades 

farmacológicas e biológicas, sendo a atividade antioxidante a mais relatada em pesquisas, e que 

está relacionada com a presença de um grupo hidroxila e ligações duplas (Figura 3). Suas 

atividades anti-inflamatórias e antioxidante, estão associadas a prevenção e ao tratamento de 

patologias cardiovasculares e câncer (DHIMAN et al., 2019; YANG et al., 2020). Sua ação 

antibacteriana já foi mencionada na literatura, atuando na redução da formação de biofilmes, 

inibindo a expressão gênica relacionada e impedindo o crescimento de bactérias como 

Staphylococcus aureus e Pseudomonas aeruginosa (QIN et al., 2009; HOSSION et al., 2011; 

WANG et al., 2018).  

Figura 3: Estrutura química da quercetina. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

(Fonte: elaborado pela autora usando o programa Chem Draw) 

 

A quercetina pode ter ação antibacteriana direta ou por associação com antibióticos 

comumente utilizados. No estudo de Abreu e colaboradores (2015), a quercetina reduziu as 

concentrações inibitórias mínimas dos antibióticos ciprofloxacina, tetraciclina e eritromicina 

contra algumas cepas de Staphylococcus aureus. Já Amin et al. (2016) em seu trabalho 
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desenvolvido com a quercetina evidenciaram a combinação sinérgica deste composto com os 

antibióticos testados como também com o composto fenólico luteolina, contra cepas de S. 

aureus resistentes a meticilina. Os mecanismos de ação antibacteriana da quercetina estão 

associados a modificação da permeabilidade celular e destruição da parede celular. Também 

pode prejudicar a expressão e a síntese de proteínas, inibir a síntese do ácido nucleico e diminuir 

a atividade enzimática (WANG et al., 2018). 

 

3.5.2 Pirogalol 

 

O pirogalol é um polifenol presente em diversas plantas comestíveis, como cacau, nozes, 

vegetais e cascas de frutas. Sua composição química, consiste em 1,2,3-benzenotriol (Figura 

4). Por causa do grupo hidroxila, esse composto consegue formar ligações de hidrogênio e 

manter interações hidrofóbicas de maneira rápida e robusta. Outra característica importante do 

pirogalol é a sua forte afinidade com diversos tipos de proteínas (SHIN; PARK; LEE, 2019).  

 

Figura 4: Estrutura química do pirogalol  

(Fonte: elaborado pela autora usando o programa Chem Draw) 

 

Esse composto fenólico possui diversas aplicações, como na indústria alimentícia, 

química, farmacêutica e cosmética (KIM et al., 2011; LI et al., 2015). Além de ter uma gama 

de atividades biológicas e farmacêuticas como antibacteriana, antioxidante, anticancerígena e 

antissépticas (OZTURK SARIKAYA, 2015). 
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3.6 DOCAGEM MOLECULAR 

 

Quando tratamos da descoberta de novas substâncias capazes de auxiliar no tratamento 

de enfermidades, a verificação das suas propriedades biológicas e da eficácia do seu efeito são 

de grande importância. Mas, a compreensão acerca da sua interação com o alvo desejado é 

bastante necessária (HUGHES et al., 2011). Nesse intuito, a Docagem Molecular, consiste em 

uma metodologia computacional que simula através de modelagem de homologia a interação 

entre receptor e ligante, visando obter uma alta afinidade de ligação entre eles (LIU et al., 2018). 

Com o passar dos anos diversos softwares designados para esta metodologia foram 

desenvolvidos, dentre eles, os mais utilizados são: o AutoDock, DockThor e AutoDock Vina 

(TROTT; OLSON, 2010; DE MAGALHÃES et al., 2014). 

Essa metodologia permite prever com um ótimo grau de precisão a verificação de 

acontecimentos moleculares que incluem desde o modo de ligação, liberação energética, local 

de encaixe a interações de estabilização do complexo ligando-receptor (MENG et al., 2011). 

 

3.7 SIMULAÇÃO DE DINÂMICA MOLECULAR 

 

Os átomos de uma biomolécula estão sempre em movimento, porém, sabe-se que a 

função molecular e as interações intermoleculares necessitam da dinâmica das moléculas 

relacionadas. Para compreender tudo isso, faz-se necessário uma metodologia que permitisse 

verificar essas biomoléculas em ação e observar a forma como respondem 

(HOLLINGSWORTH; DROR, 2018). As simulações de Dinâmica Molecular (DM) preveem 

os movimentos de cada átomo em uma proteína ou em outro sistema molecular, baseando-se 

em um modelo geral da física que guia interações interatômicas (KARPLUS; Mc CAMMON, 

2002). 

A DM é uma metodologia ideal e eficiente no estudo dos movimentos físicos dos átomos 

e moléculas. Esses podem manter interação durante um período fixo, o que demostra uma visão 

da evolução dinâmica do sistema. Na maioria das vezes, as trajetórias dos átomos e moléculas 

podem ser determinadas pela resolução de números das equações de movimento de Newton 

para um sistema de partículas que interagem (CHEN et al., 2014). As energias potenciais são 
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submetidas à cálculos utilizando métodos relacionados a mecânica molecular com 

diferenciação nos campos de força.  Geralmente, os campos de força mais utilizados nas áreas 

de biologia e química são embasados na mecânica molecular e apresentam um tratamento 

mecânico considerado clássico das interações partícula/partícula que podem reproduzir as 

alterações de estrutura e conformação (SANTINI; DERREUMAUX, 2004). Quando tratamos 

da metodologia de experimentação, a simulação de Dinâmica Molecular, não tem como função 

somente mostrar a alternância estrutural sobre as modificações de ambiente (mutações de 

resíduos, pH e temperatura), mas pode demostrar o processo dinâmico de desdobramento e 

agregação de proteínas (CAMPOS et al., 2010).  

Frequentemente, as simulações DM têm sido utilizadas para auxiliar na identificação do 

mecanismo de ação das moléculas de drogas, locais potenciais de ligação de drogas em 

proteínas-alvo, cálculos da energia livre de ligação entre proteínas-alvo e moléculas de drogas 

(HOU et al., 2011; WANG et al., 2018). Esse método pode auxiliar de diversas formas na 

realização de pesquisas científicas, pelo fato de poder sondar propriedades moleculares que são 

difíceis de acessar apenas por experimentos laboratoriais (CHEVALIER et al., 2017). Podemos 

citar como exemplo a descoberta de novos fármacos (BORHANI; SHAW, 2012).  

A DM possibilita que os pesquisadores façam triagens virtuais em bibliotecas químicas, 

investigando os mecanismos de ação dos possíveis candidatos a drogas, reduzindo a quantidade 

de substâncias que seriam testadas em experimentos, contribuindo para a redução de custos e 

principalmente, avaliando a eficácia dessas moléculas no efeito analisado (FORLI et al., 2016; 

ROSALES et al., 2019; SCHENEIDER; CLARK, 2019). 

 

https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Derreumaux+P&cauthor_id=15095015
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ARTIGO 1 - AUMENTO DA ATIVIDADE ANTIBIÓTICA POR MEIO DA QUERCETINA 

CONTRA BOMBAS DE EFLUXO DE Staphylococcus aureus. 

 

Joycy F. S. dos Santos1, Saulo R. Tintino2, Ana R. P. da Silva2, Cristina R. dos S. Barbosa1, 

Jackelyne R. Scherf1, Zildene de S. Silveira1, Thiago S. de Freitas2, Luiz J. de Lacerda Neto1, 

Luiz M. Barros1, Irwin Rose de A. Menezes3, Henrique D.M. Coutinho2,4, José P. Siqueira-

Júnior5 & Francisco A.B. Cunha1 

 

Resumo 

 

O objetivo deste trabalho foi avaliar o efeito inibitório da quercetina sobre as bombas de efluxo 

de S. aureus. O CIM da quercetina foi avaliado através do método de microdiluição em caldo, 

assim como o ensaio de inibição da bomba de efluxo através do método de redução da 

concentração inibitória mínima dos antibióticos, assim como o do brometo de etídio. A 

abordagem in silico através da bioinformática foi realizada para demonstrar a interação do 

mecanismo molecular do substrato e da cavidade de ligação. A concentração Inibitória Mínima 

da quercetina não foi clinicamente relevante. Com relação à inversão do efeito de resistência 

bacteriana pela inibição da bomba de efluxo, este efeito foi observado com as cepas portadoras 

das bombas TetK e NorA. Com relação à interação entre o complexo quercetina e a bomba 

NorA, a estabilidade extra foi proporcionada pelas ligações de hidrogênio produzidas pelo 

grupo hidroxila. 

 

Palavras-chave: Compostos fenólicos. Drogas antibacterianas. Efluxo ativo. 

 

1. INTRODUÇÃO 

As infecções causadas por Staphylococcus aureus têm aumentado em de forma 

preocupante, causando várias mortes por ano (Klevens et al. 2007). É importante ressaltar que 

a espécie humana é seu principal reservatório, sendo encontrado principalmente nas cavidades 

nasais, pele, intestinos e garganta (Carvalho et al. 2005). Este micro-organismo está diretamente 

relacionado à patogênese na comunidade e ambientes hospitalares devido a sua alta capacidade 

de colonizar seu hospedeiro, expressar seus principais fatores de virulência e sua predisposição 

para mostrar resistência a drogas (Woodfor e Livermore 2009). 

Os mediadores ou transportadores do efluxo podem ser classificados em cinco famílias: 

Superfamília da Divisão de Resistência-Nodulação-Células (RND), Superfamília Facilitatora 
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(MFS), Pequena Família de Resistência Multi-Droga (SMR), Superfamília Adenosina 

Trifosfato (ATP) Cassetes Ligantes (ABC) e a Família de Proteína de Extrusão Multi-

Amicrobiana (MATE) (Pao et al. 1998; Van Veen e Konings 1998; Brown et al. 1999). Dentro 

da família MFS, podemos encontrar a bomba de efluxo NorA, envolvida no efluxo de vários 

compostos e medicamentos, tais como quinolonas e fluoroquinolonas, entre outros (Yoshida et 

al. 1990; Kaatz et al. 1993; Neyfakh et al. 1993). Outro exemplo desta família corresponde à 

bomba TetK, responsável pela redução da concentração intracelular de Tetraciclina (Butaye et 

al. 2003; Pidoock 2006). Em relação a ABC, uma das bombas que compõem esta família é a 

MrsA que usa ATP para remover substratos (Kumar e Schweizer 2005). 

A redução da resistência bacteriana pela inibição da bomba de efluxo é um mecanismo 

bem estudado. Várias substâncias têm demonstrado que inibem o crescimento bacteriano ao 

inibir proteínas de efluxo (Bhardwaj e Mohanty 2012). No entanto, muitas dessas substâncias 

têm alta toxicidade para o organismo hospedeiro ou não atendem aos requisitos necessários 

para serem considerados inibidores ideais de acordo com o estudo apontado por Bambeke et al. 

(2006). Com isto em mente, substâncias extraídas de plantas tais como os compostos fenólicos, 

têm sido relatados como excelentes alternativas na inversão dos mecanismos de defesa 

bacteriana (Gomes et al. 2011; Wang et al. 2014).  

Os compostos fenólicos são mencionados como um dos grupos mais diversificados de 

metabólitos secundários de plantas sendo encontrados em frutas, chá verde, legumes, nozes, 

sementes, caules e flores (Ksouri et al. 2008; Scalbert e Williamson 2000). Eles têm uma 

variedade de propriedades biológicas, tais como antioxidantes, anti-inflamatórios, 

antialérgicos, anti-cancerígenos, antitrombóticos, antiviral e antimicrobiano (Ahmed 2010; Guo 

et al. 2009). Entre os compostos fenólicos estão os flavonoides, que são considerados como os 

polifenóis mais comumente encontrados na dieta humana (Scalbert e Williamson 2000). Muitos 

deles agem como potencializadores de alguns antibióticos, inibindo mecanismos de resistência 

aos medicamentos, como o efluxo ativo de drogas (Abreu et al. 2013; Musumeci et al. 2003). 

Uma das estratégias para o estudo da inibição da bomba de efluxo é o uso de 

bioinformática e modelagem molecular. Abordagens in silico podem contribuir efetivamente 

para a compreensão das pessoas sobre o mecanismo molecular de interação do 

substrato/cavidade de ligação. Entretanto, em simulações computacionais de proteínas, os 

problemas correspondem aos segmentos helicoidais flexíveis, locais de ligação de vários 

ligantes ou ligação de mais de um ligante de cada vez (Sharma et al. 2010). A bomba de efluxo 

NorA é um membro proteico do principal grupo da superfamília facilitadora, e sua estrutura de 

cristal ainda não foi resolvida. Entretanto, a previsão de segmentos transmembrana da sequência 
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de NorA foi feita pela previsão baseada na homologia usando a bomba transportadora de 

glicerol-3-fosfato (código pbd 1 PW4) (Kalia et al. 2012), transdutor EmrD multidrogas (código 

pdb 2GFP) (Sharma et al. 2010; Thai et al. 2015), transdutor YajR (código pdb 3 WDO) 

(Lowrence et al. 2016) ou transportador de proteína permeável à lactose (1PV7 código pdb) 

(Zhang et al. 2014). 

Pesquisas recentes mostram o avanço na busca de substâncias que podem contribuir para 

a reversão da resistência bacteriana. Sieniawska et al. (2017), evidenciaram a inibição do 

mecanismo de resistência à Mycobacterium tuberculosis aumentando a atividade 

antimicrobiana de drogas tuberculostáticas, por terpenos naturais como S-limonene, mircene, 

R-limonene e sabinene. Salaheen et al. (2017) mostraram em seu estudo que a combinação de 

cinco ácidos fenólicos (ácido gálico, ácido vanílico, ácido cafeico, ácido para-cumárico e ácido 

protocatecúrico) inibiram o crescimento das cepas de MRSA. Além desses compostos, muitos 

flavonoides são mencionados em pesquisas devido a sua ação antimicrobiana (Lima et al. 

2016). 

A quercetina está entre os flavonoides mais comumente encontrados em plantas e tem 

uma variedade de propriedades farmacológicas, incluindo seu efeito protetor contra o estresse 

oxidativo, que é diretamente relacionado à sua atividade antioxidante (Boots et al. 2008; Saito 

et al. 2004). Há estudos que relatam o efeito sinérgico deste composto com antibióticos contra 

cepas de S. aureus RN4220 e 1199B com bombas de efluxo (Abreu et al. 2015). O objetivo do 

presente estudo foi avaliar a atividade da quercetina na reversão da resistência de S. aureus pela 

inibição das bombas de efluxo. 

 

 

2. MATERIAIS E MÉTODOS 

Ensaios microbiológicos 

 

Substâncias 

O composto quercetina, resazurina (7-hidroxi-3Hfenoxazina) 3-um 10-óxido), brometo 

de etídio (EtBr) e os antibióticos eritromicina, tetraciclina e norfloxacina foram obtidos da 

SIGMA Chemical Co., St. Louis, EUA. O DMSO (dimetilsulfóxido) foi adquirido de Produtos 

Labsynth para laboratórios Ltda (Diadema, São Paulo, BRASIL). 
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Cepas bacterianas 

Foram utilizadas as seguintes linhagens de S. aureus: RN4220 possuindo o plasmídeo 

pUL5054 (bomba de efluxo MsrA); IS-58, dotado com o plasmídeo PT181 portador do gene 

da proteína efluxo TetK, resistente a tetraciclina; SA1199B resistente à tensão de 

fluoroquinolonas hidrofílicas via proteína de efluxo NorA e a cepa selvagem SA1199. As 

linhagens foram doadas pelo Professor S. Gibbons (Universidade de Londres). Todas as 

linhagens foram inicialmente mantidas em ágar sangue para confirmar seus respectivos tipos 

(Laboratórios Difco Ltda., Brasil) e depois transferidas e mantidas em dois estoques, um em 

Agar de Infusão Cardíaca (HIA, Difco) a 4 °C e outra em glicerol a -80 °C. 

 

Preparação de substâncias 

Os antibióticos foram utilizados especificamente para as bombas de cada cepa: 

Eritromicina para a bomba MsrA contida em a linhagem RN4220; Tetraciclina para a bomba 

TetK contida na linhagem IS-58; e Norfloxacina para a bomba NorA contida na cepa 1199B e 

para a cepa do tipo selvagem. Todos os antibióticos, quercetina e EtBr, foram preparados de 

acordo com as diretrizes do CLSI (2012). 

As substâncias foram submetidas a um processo de diluição usando 10 mg/mL de 

DMSO e posteriormente diluído em água reduzindo sua concentração para 1024 μg/mL, o EtBr 

foi diluído em água somente. 

 

Preparação e padronização de inóculos 

Para todos os ensaios, os inóculos foram preparados a partir dos estoques usando o 

método padrão determinado pelo CLSI (2012). Os micro-organismos foram cultivados 

novamente em ágar de infusão de coração e mantida a 37 °C por 24 h. A partir deste meio 

sólido, o inóculo foi feito utilizando tubos de ensaio contendo solução salina estéril de acordo 

com a escala Mcfarland 0,5 correspondente a 1,5 x 108 UFC (Unidade de Formação de 

Colônias). 

 

Ensaios de concentração inibitória mínima (CIM) 

Para o ensaio de concentração inibitória mínima com quercetina, brometo de etídio e 

antibióticos, o método utilizado foi proposto pelo CLSI (2012) com adaptações. O meio de 
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distribuição foi preparado em eppendorfs® usando 100 μL do inóculo em 900 μL do meio de 

cultura líquido BHI. O conteúdo eppendorf® foi então transferido para um poço de 96 poços 

placa de microdiluição, horizontalmente. 100 μL foram utilizados em cada poço, perfazendo 10 

poços. Após esta etapa, a microdiluição das substâncias foi realizada onde a microdiluição em 

série de 100 μL de cada uma foi feita até a penúltimo poço (1:1). O último poço corresponde 

ao controle de crescimento. Em concentrações que variam de 512 μg/mL para 1,0 μg/mL. Após 

24 h, as placas foram lidas por mudança de cor por visualização do meio, caracterizado pela 

adição de 20 μL de Resazurina (7-hidroxi-3H-fenoxazina-3-uma 10- óxido). A leitura tem como 

característica a mudança da cor do meio, de azul para vermelho, indicando a presença de 

bactérias em crescimento e a permanência em azul da ausência de crescimento, como é descrito 

pelas diretrizes do CLSI (2012). Todas as experiências foram realizadas em triplicatas. 

 

 

Ensaios de inibição da bomba efluxo por redução do CIM de brometo de etídio 

A verificação da redução do efeito CIM do EtBr foi realizada em triplicatas pelo método 

utilizado por Tintino et al. 2016. Como passo inicial, o meio de distribuição de teste e controle 

foram preparados em eppendorfs®. No ensaio 150 μL do inóculo mais a substância em uma 

concentração subinibitória (CIM/8) foram colocados em um eppendorf® e o volume foi 

preenchido com meio líquido até o volume de 1,5 mL. O controle tem a mesma quantidade de 

inóculo que os testes e 1350 μL do meio. Estas foram então transferidas para placas de 

microdiluição de 96 poços, com uma distribuição vertical, pela adição de 100 μL do conteúdo 

de eppendorf® em cada poço. Depois desta etapa, a microdiluição do EtBr foi realizada com 

100 μL adicionado neste meio até a penúltima cavidade (1:1). Na última cavidade, nenhuma 

das substâncias em avaliação foram adicionados, servindo como um controle de crescimento. 

Concentrações variaram de 1024 μg/mL a 0,5 μg/mL. Após 24 h, as placas foram lidas pela 

visualização da mudança de cor do meio, caracterizado pela adição de 20 μL de Resazurina (7-

hidroxi- 3H-phenoxazine-3-one 10-oxide). A leitura tem como característica mudança de cor 

do meio, de azul para vermelho, indicando a presença de crescimento bacteriano e a 

permanência em azul a ausência de crescimento. A redução do CIM do brometo de etídio ou de 

um antibiótico específico em cepas portadoras de efluxo bombas é uma indicação de inibição 

da bomba de efluxo. 
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Ensaios de inibição da bomba de efluxo por redução da CIM do antibiótico  

A verificação da redução do CIM antibiótico foi determinada pela metodologia utilizada 

por Tintino et al. 2016. Os inoculantes foram utilizados a partir de placas incubadas em um 

forno durante 24 h a 37 °C. Após esse período, os inóculos foram usados em solução salina de 

acordo com Mcfarland 0,5 correspondente para 1,5 x 108 UFC. Como passo inicial, o meio de 

teste e controle foram preparados em eppendorfs®. No teste, 150 μL do inóculo, mais a 

substância em uma concentração subinibitória (CIM/8) e o volume de eppendorfs® foram 

completados para o volume de 1,5 mL. Para o controle, o mesmo inóculo o volume do teste foi 

colocado em um eppendorf® e o volume foi preenchido a 1,5 mL. Foram então transferidos 

para placas de microdiluição, com distribuição vertical, caracterizadas através da adição de 100 

μL do conteúdo eppendorf® em cada poço. Após esta etapa, a microdiluição do antibiótico foi 

realizada com 100 μL sendo adicionado a este meio até a penúltima cavidade (1:1). A última 

cavidade não recebeu o mesmo tratamento que foi usado como controle de crescimento. As 

concentrações variavam de 1024 μg/mL a 0,5 μg/mL. A solução antibiótica utilizada foi 

preparada, e para cada estirpe foi preparado um antibiótico específico para cada bomba de 

efluxo. Após 24 h as placas foram lidas por visualização de mudança de cor do meio 

caracterizado pela adição de 20 μL de Resazurina (7-hidroxi-3H-fenoxazina-3-um-um 10-

óxido), como anteriormente mencionado no teste com brometo de etídio. Todos os 

experimentos foram realizados em triplicatas. A redução da CIM do brometo etídio ou de um 

antibiótico específico em cepas portadoras de bombas de efluxo é uma indicação da inibição 

desta bomba. 

 

Análise estatística dos resultados microbiológicos 

Os resultados foram preparados em triplicata e apresentados como a média geométrica. 

Os dados foram submetidos a análise através do programa estatístico GraphPad Prism 6.0. Uma 

ANOVA bidirecional foi realizada utilizando a média geométrica das triplicatas como os dados 

centrais ± desvio padrão da média. Posteriormente, foi realizado o teste pós-hoc de Bonferroni 

(onde p < 0,05 é considerado significativo e p > 0,05 não significativo). 
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Ensaios de in silico com a bomba de efluxo NorA  

 

Previsão da estrutura NorA 3D e identificação de potenciais locais de ligação 

Neste estudo, a sequência proteica para NorA e todas as outras proteínas similares (PDB 

ID: 1PV4, 1PV7, 3WDO, 2GFP) foram obtidas no formato FASTA através dos recursos do 

NCBI. A identidade da sequência de todas as proteínas e a sequência NorA foi de 6,89 %, 5,87 

%, 14,80 % e 3,47 % de identidade, respectivamente. A previsão dos segmentos transmembrana 

da sequência NorA foi obtida usando MODELLER 9,17v (Webb e Sali, 2014) encontrados no 

servidor ModWeb (https://modbase.compbio.ucsf. edu/modweb/) usando a estrutura 

cristalográfica do YajR. 

Como modelo, o transportador de Escherichia coli [PDB ID: 3WDO] foi utilizado. A 

estrutura de forma final foi reconhecida usando o programa PROCHECK (Laskowski et al. 

1993) em Ramachandran Plot. A estrutura proteica NorA modelada por homologia de solvente 

implícita no programa Quimera usando AMBER 8 (Pettersen et al. 2004) campo de força ff99. 

A topografia estrutural dos bolsos e cavidades pode ser promovida pelo servidor CASTP 

(http://cast.engr.uic.edu) com um valor padrão de 1,4 Angstroms do raio da sonda. Para obter 

uma melhor compreensão da base molecular das afinidades de ligação da NorA, foram 

utilizados inibidores potenciais NorA através da identificação dos principais resíduos 

responsáveis pelas interações de ligação (Dundas et al. 2006). Compostos com boas pontuações 

de acoplamento foram vistos como compostos afetados pela atividade inibitória da NorA. 

 

Estudos de acoplamento de receptores NorA em sua estrutura 3D prevista 

Para os cálculos da docagem, foi utilizado o DockingServer (Bikadi e Hazai 2009). As 

cargas parciais de Gasteiger foram adicionadas aos átomos de ligante. Os átomos de hidrogênio 

não-polares foram misturados e os vínculos rotativos foram definidos. Foram feitos cálculos 

sobre o modelo de proteína com conteúdo de quercetina. Com a ajuda das ferramentas 

AutoDock, os átomos essenciais de hidrogênio, as cargas do tipo átomo Kollman e a solvatação 

parâmetros foram adicionados (Morris et al. 1998). A grade de mapas de afinidade de pontos 

de 0,5 Å e espaçamento de 0,375 Å foram gerados usando o programa Autogrid (Morris et al. 

1998). No cálculo de Van der Waals e nos termos eletrostáticos, foram utilizadas as funções de 

set-parameter e dielétrico dependente da distância da AutoDock, respectivamente. As 

simulações de acoplamento foram realizadas utilizando o algoritmo genético Lamarckiano 

(LGA) e o método de busca local Solis e Wets (1981). A definição da posição inicial, orientação 
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e torções das moléculas de ligante foram aleatórias. Durante a acoplagem, todas as torções 

rotativas foram liberadas. Cada experiência de acoplamento foi derivada de 10 corridas 

diferentes que foram definidas para terminar após um máximo de 250.000 classificações de 

potência. O tamanho da população foi ajustado para 150. Durante o estudo, um passo 

translacional de 0,2 Å e passos de torção de 5 foram aplicados.  

 

 

3. RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

Ensaios microbiológicos 

O presente estudo indicou que as cepas apresentaram resultados clinicamente 

irrelevantes com os ensaios CIM, exceto para a cepa 1 que obteve uma CIM de 512 μg/mL 

(Tabela 1). Em relação à reversão da resistência bacteriana por inibição da bomba de efluxo, 

uma redução do CIM foi observada na associação da quercetina com antibióticos em todos 

estirpes (Fig. 1). A associação sinérgica entre os antibióticos tetraciclina, eritromicina e 

norfloxacino e quercetina podem ser identificados através da redução os valores de CIM: cepa 

1 (de 1024 a 128 μg/mL), cepa 2 (de 645,08 a 512 μg/mL), cepa 3 (256 a 128 μg/mL) e cepa 4 

(32 a 5,03 μg/mL). 

Tabela 1: Valores da concentração inibitória mínima (CIM) em μg/mL. Testes realizados com 

cepas de Staphylococcus aureus. CEPA 1 (IS-58/bomba TetK), CEPA 2 (RN-422/bomba 

MsrA), CEPA 3 (bomba SA-1199B/NorA) e CEPA 4 (selvagem). 

 

Substância Bactérias Testadas 

 

Quercetina 

CEPA 

1 

512 

CEPA 

2 

≥1024 

CEPA 

3 

≥1024 

CEPA 

4 

≥1024 

 

Houve também uma redução no CIM no ensaio de brometo de etídio com algumas cepas 

com resistência, através da inibição da bomba efluxo somente nas cepas IS-58 portadora da 

bomba TetK e SA-1199B que contém a bomba NorA (Fig. 2). A concentração de brometo de 

etídio na linhagem 1 da bomba TetK foi reduzida de 16 para 2,51 μg/mL, enquanto na linhagem 

3 contendo a bomba NorA foi reduzida de 64 para 12,69 μg/mL. Com a estirpe 2, não houve 

inibição da bomba, considerando que o efeito sinérgico observado ocorreu somente com o 

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

quercetina em cepas de S. aureus portadoras de bombas de efluxo. CEPA 1 (bomba IS-

58/bomba TetK) antibiótico tetraciclina, CEPA 2 (RN-4220/bomba MsrA) antibiótico 

eritromicina, CEPA 3 (SA-1199B/bomba NorA) antibiótico norfloxacino e CEPA 4 (selvagem) 

antibiótico norfloxacino. Controle de modulação (quercetina + antibiótico). Valores de redução 

CIM: CEPA 1 (de 1024 a 128 μg/mL), CEPA 2 (de 645,08 a 512 μg/mL), CEPA 3 (256 a 128 

μg/mL) e CEPA 4 (32 a 5,03 μg/mL). 

 

 

Figura 2: Efeito modulador da quercetina sobre a atividade do Brometo de etídio (EtBr), contra 

linhagens de S. aureus que apresentam bombas de efluxo como um mecanismo de resistência. 

O número de asteriscos expressa o significado da associação entre quecetina + EtBR quando 

em comparação com o controle. (****) significa p < 0,0001. CEPA 1 (IS-58/bomba TetK), 

CEPA 2 (RN-4220/bomba MsrA), CEPA 3 (SA-1199B/bomba NorA) e CEPA (selvagem). 

Valores de redução CIM: CEPA 1 (de 16 a 2,51 μg/mL), CEPA 2 (não significativo de 10,06 a 

12,69 μg/mL), CEPA 3 (de 64 a 12,69 μg/mL) e CEPA 4 (de 16 a 12,69 μg/mL). 

 

O uso de brometo de etídio (BrEt) para verificar a inibição de bombas efluxo já é 

amplamente utilizada (Viveiros et al. 2008). O BrEt é capaz de intercalar-se com o DNA 
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bacteriano e, como consequência, causa a morte celular. Para reverter esta situação, as proteínas 

efluxo são ativadas para expulsar BrEt do interior da célula, uma ação semelhante ocorre com 

os antibióticos (Banerjee et al. 2014). Substâncias capazes de inibir as bombas de efluxo 

promovem a permanência do brometo de etídio, antibióticos e outros compostos tóxicos dentro 

da célula. 

Consequentemente, a sobrevivência da bactéria sob estes as condições são reduzidas 

(Patel et al. 2010). Quando se refere à inibição dos sistemas de efluxo causados por produtos 

naturais ou metabólitos secundários isolados destes, há vários estudos que indicam este efeito 

causado por extratos ou óleos essenciais, assim como por metabolitos secundários, tais como: 

taninos, flavonoides, terpenos e outros (Stavri et al. 2007; Prasch e Franz 2015; Miladi et al. 

2016; Tintino et al. 2016). 

Com relação aos compostos fenólicos, vários estudos anteriores mostraram sua 

interação com as proteínas de efluxo (Gomes et al. 2011; Maia et al. 2011). Wang et al. (2014) 

demonstraram em seu trabalho, a ação inibitória do composto genisteína sobre o teste de efluxo 

de brometo de etídio contra a cepa SA-1199B. No estudo realizado por Smith et al. (2007), o 

ferruginol inibiu as bombas NorA, TetK e MsrA, potenciando a atividade da norfloxacina, 

reduzindo a CIM tetraciclina em quatro vezes e aumentando a ação da eritromicina. Tintino et 

al., (2016) verificou a ação do ácido tânico sobre a proteína de efluxo NorA na linhagem 1199B, 

através da mesma metodologia utilizada no presente estudo. O mesmo autor mostrou que a 

inibição deste efluxo ocorreu tanto em associação com o antibiótico e com a EtBr com as cepas 

IS58 e RN-4220, Gomes et al. (2011) verificaram uma redução de duas vezes do CIM com 

ambos quando associada à 7,4'-Di-O-methylisoscutellarein, este fato caracterizou a inibição das 

bombas de efluxo MsrA e TetK, respectivamente. 

Os compostos fenólicos já demonstraram mecanismos de interação com bombas de 

efluxo. Segundo pesquisas de Rothstein et al. (1993), compostos fenólicos como o ácido tânico 

podem formar complexos com o ferro e impedir sua ação quando necessário, ou seja, causar 

um empobrecimento do ferro no meio. Sabe-se que o ferro é um co-fator essencial para a 

funcionalidade de algumas bombas de efluxo, por exemplo, NorA precisa dele para sua 

expressão, portanto este fato pode justificar uma boa parte da ação dos compostos fenólicos 

sobre as proteínas de efluxo (Deng et al. 2012). Em outro estudo relativo à bomba TetK, Chan 

et al. (2013) mostra que a interferência na produção de ATP é provavelmente um mecanismo 

de ação de flavonoides para este tipo de bomba. Como avaliado no mesmo estudo, o flavonóide 

diosmetina interferiu na função da bomba TetK dependente de ATP e contribuiu para a ação 

sinérgica da eritromicina contra a cepa S. aureus RN-4220. Farooq et al. (2014) evidenciaram 
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a capacidade da artonina I de inibir o crescimento de S. aureus MDR em combinação com 

diferentes classes de antibióticos, bem como seu efeito na reversão da resistência através da 

despolarização da membrana bacteriana e bloqueio de drogas efluxantes. 

Em relação ao flavonoide quercetina, apesar de ter um CIM de ≤1024 μg/mL para as 

cepas RN-4220, SA-1199B e 1199 não ser clinicamente relevante, este resultado é promissor 

no desenvolvimento de um inibidor de bomba de efluxo. Como salientado por Bhardwaj et al., 

(2012), um inibidor ideal da proteína de efluxo deve estar livre de qualquer atividade 

antibacteriana. Recentemente, Diniz-Silva et al. (2016) apontaram em suas pesquisas a 

associação da quercetina com as mesmas cepas analisadas neste estudo, onde os resultados 

mostraram a inibição da bomba de efluxo, com exceção da cepa com a bomba de efluxo NorA, 

tanto na associação do brometo como do antibiótico. Este resultado difere dos resultados 

observados no presente estudo, que, como mencionado anteriormente, inibiu a bomba NorA 

com a quercetina. Diferente do trabalho citado, a concentração utilizada em associação com o 

antibiótico e com o brometo foi CIM ¼, o que pode justificar os diferentes resultados. 

A quercetina é um composto hidrofóbico com log P = 1,82 ± 0,32 (Rothwell et al. 2005). 

No entanto, tem um baixo perfil hidrofóbico. Portanto, sua probabilidade de interação com a 

membrana é menor quando comparada a outros flavonoides (Rothwell et al. 2005). Ao analisar 

a estrutura química da quercetina, pode ser verificado que também é provável que interage 

diretamente com os sítios de proteína efluxo, o que pode explicar sua ação com maior clareza 

(Ohene-Agyei et al. 2014). As bombas de efluxo são proteínas transmembranas anfipáticas, que 

podem interagir com moléculas que têm uma estrutura química de tamanho compatível com 

sua estrutura, como a quercetina (Bolla 2014). 

Das bombas de efluxo discutidas neste trabalho, a única que apresenta estrutura 

cristalizada com possível montagem tridimensional é a bomba de efluxo NorA (Zhang et al. 

2014). Como pode ser visto neste estudo, a proteína NorA apresenta dois locais de interação 

com outras moléculas (Fig. 4). Com relação à quercetina, foi observado no estudo que, na 

análise in silico, houve interação de seu grupo hidroxila, através da formação de uma ligação 

de hidrogênio com o oxigênio da cadeia lateral SER138 da proteína NorA. Esta interação pode 

inibir a absorção de moléculas tóxicas internas à bactéria, tais como brometo de etídio e 

antibióticos, corroborando com os resultados obtidos na análise in vitro. No estudo de Ohene-

Agyei et al. (2014), o acoplamento da quercetina na análise in silico mostrou sua capacidade de 

interagir com a proteína bacteriana Gram-negativa AcrB. Este tipo de interação ocorreu com os 

aminoácidos prolina e fenilalanina através de ligações de hidrogênio. 
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Ensaio in silico: Identificação de bolsas potenciais obrigatórias de NorA 

Alinhamento de sequências múltiplas utilizou o programa CLUSTALW. Cada dupla de 

proteínas (PDB ID: 1PV4, 1PV7, 3WDO, 2GFP) foi alinhada com base na homologia da 

proteína de E. coli. Uma sequência com a estrutura definida, formando alinhamentos usando 

informações homólogas disponíveis com estruturas 3D, banco de dados de sequências de busca 

e previsão de estruturas secundárias (Tabela 2, Fig. 3). Com base nos resultados de Marklevitz 

e Harris (2016), juntamente com os alinhamentos de sequências múltiplas e árvores 

filogenéticas, a identificação homóloga, caracterização físico-química, enumeração 

transmembrana e identificação de domínios similares foram apresentados neste trabalho. 

Tabela 2: Descrições das interações entre quercetina e NorA * [distância de interação]. 

 

Interações do tipo de ligação 

Hidrofóbica cation-π Outros tipos Outros tipos 

C9 (Q) 

  [3,76] 
– 

LEU269 

(CD2) 
 

H3 (Q) 

  [3,25] 
– 

TYR345 (CB, 

CD1, CD2, CE1, 

CG) 
 

O4 (Q) 

  [3,44] 
– 
ALA261 

(CB) 
 

O3 (Q) 

  [3,23] 
– 

LEU325 

(CD1) 
 

C11 

(Q) 

  [3,60] 

– 
LEU269 

(CD2) 
 

H1 (Q) 

  [3,76] 
– 

PHE406 

(CE1) 
 

O5 (Q) 

  [3,17] 
– 

LEU269 

(CD1, 

CD2) 
 

H2 (Q) 

  [3,12] 
– 

LEU335 

(CB) 
 

C14 

(Q) 

  [3,27] 

– 
VAL286 

(CG1) 
 

π – π H2 (Q) 

  [3,06] 
– 

LEU269 

(CD2) 
 

O1 (Q) 

  [3,44] 
– 

ALA339 

(CB) 
 

C12 

(Q) 

  [3,16] 

– 

VAL286 

(CG1, 

CG2) 
 

C8 (Q) 

  [3,25] 
– 

TYR282 

(CD2, CE2) 
 

O5 (Q) 

  [3,33] 
– 

TYR282 

(CD2, 

CE2) 
 

O2 (Q) 

  [3,88] 
– 

ILE341 

(CG2) 
 

C7 (Q) 

  [3,86] 
– 

LEU325 

(CD1) 
 

C9 (Q) 

  [3,85] 
– 

TYR282 

(CE2) 
 

O1 (Q) 

  [3,23] 
– 

PHE283 

(CD1, 

CE1) 
 

 

C2 (Q) 

  [3,46] 
– 
ALA339 

(CB) 
 

C2 (Q) 

  [3,35] 
– 

PHE283 

(CE1) 
 

O7 (Q) 

  [3,52] 
– 

TYR287 

(CB) 
 

 

C8 (Q) 

  [3,26] 
– 
ALA339 

(CB) 
 

C3 (Q) 

  [3,68] 
– 

PHE283 

(CE1) 
 

O7 (Q) 

  [3,85] 
– 

ILE290 

(CG2) 
 

 

Ligações de 

hidrogênio 

C8 (Q) 

  [3,69] 
– 

PHE283 

(CE1) 
 

H1 (Q) 

  [2,55] 
– 

LEU325 

(CD1, 

CG) 
 

 

O1 (Q) 

  [2,40] 
– 

SER138 

(O1) 
 

- O4 (Q) 

  [3,66] 
– 

LEU325 

(CD1) 
 

 

 

A identificação da sequência NorA e da sequência modelo do transportador E. coli YajR 

[PDB ID: 3WDO] foi de 14,8 %. Como não há disponibilidade de local na bomba NorA para 

ligação exata de substratos e inibidores, foi realizada uma análise do mapa do local, onde dois 
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locais principais de ligação (local 1 e local 2) foram observados na bomba NorA (Fig. 4). O 

local 1 é cercado por muitos laços transmembrana e está localizado mais profundamente na 

Bomba de Efluentes, enquanto o local 2 é bastante aberto e está localizado na superfície. 

Porque a estrutura de cristal de NorA não está disponível, no entanto, em outros estudos, 

como Zhang et al., (2014), esta proteína foi prevista com base na modelagem de homologia. 

Este trabalho foi expresso na estrutura tridimensional de NorA constituída in silico, e mostrou 

que as estabilizações do complexo proteína/ligante são mostrados em anexo a cavidade central 

da proteína, resultados equivalentes a aqueles apresentados neste estudo. 

A abordagem in silico foi utilizada para avaliar a capacidade da quercetina de interagir 

com NorA e para explicar sua atividade biológica no ensaio in vitro. A estrutura tridimensional 

do complexo NorA/quercetina expressou a orientação do ligante dentro do local de ligação 

(como mostrado na Fig. 4), o que permite que sua cadeia alifática se estenda até a fissura 

hidrofóbica. O grupo hidroxila da quercetina também conseguiu produzir uma ligação de 

hidrogênio entre o oxigênio da cadeia lateral SER138 (Fig. 5) e ajuda com a estabilidade extra 

ao complexo quercetina/NorA. Estes resultados sugerem que as interações hidrofóbicas e π-π 

contribuem para a estabilização da quercetina na ligação local com boa afinidade na pontuação 

de ancoragem de -6,37 kcal/mol. 

Em outras pesquisas, o envelope molecular circundante provou que as interações H-

bond, fenda hidrofóbica, π-π proporcionam estabilidade ao complexo com diferentes ligandos. 

Zhang et al., (2014) em Studing ginsenoside20 (S) -Rh2 mostraram interações entre 

Gln51/ASN340/SER226 e π-π interações entre TYR257/PHE140 colaboram com a estabilidade 

do complexo Rh2/NorA. Kalia et al., (2012), demonstram que a ligação H entre Arg98 e o grupo 

hidroxila do grupo aryl de capsaicina pode atribuir estabilidade complementar ao complexo 

capsaicina/NorA. Estes autores permitem que a cadeia alifática se estenda até a fenda 

hidrofóbica envolvendo resíduos Pro24, Phe140, Ile244, Gly248 e Phe303, o que permite fortes 

interações hidrofóbicas devido à proximidade da capsaicina. Um estudo adicional com a bomba 

de efluxo multi-droga da Mycobacterium tuberculosis, Sharma et al., (2010), onde a estrutura 

tridimensional (3D) do Rv1258c também foi prevista utilizando a abordagem in silico, 

demonstra a interação da piperina com o Rv1258c, revelando que a piperina está envolvida na 

interação de ligação H (2,06 Å) com Arg141 para produzir um complexo proteína-ligante e o 

anel heterocíclico His343 está favoravelmente orientado para interagir com uma interação π-π. 
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Figura 3: A sequência NorA mostrando hélices regularmente intercaladas por lops (na 

estrutura modelada e hélices transmembranas previstas pela TMPred são representadas como 

conjuntos acima dos resíduos. Consensus_aa, seqüência consensual de aminoácidos; 

Consensus_ss, estruturas secundárias preditas por consenso; H, estrutura alfa hélice 

secundária predita por consenso. Fonte: CLUSTALW base de dados de sequências e 

previsão. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 4: Prováveis locais de ligação de proteínas NorA modelados pela CASTp (os locais de 

ligação são indicados por setas). A O local de ligação NorA 1 (A) está na cavidade central 

voltada para o lado citoplasmático da membrana com 2371,3 bolso MS área. B O local de 

ligação 2 (B) com 534,3 bolso MS área.  Fonte: Autor. 
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Figura 5: Interação quercetina em sítio de ligação de NorA. A formação de ligação de 

hidrogênio entre quercetina e Ser138 fornece estabilidade à proteína/complexo de ligação. 

 

4. CONCLUSÃO 

Os compostos fenólicos têm várias propriedades biológicas, entre elas a atividade 

antibacteriana. A quercetina mostrou atividade direta somente com a cepa 1, mas mostrou efeito 

sinérgico com todos os antibióticos testados. Na associação desta substância com brometo de 

etídio, houve uma redução dos CIMs nas cepas com a bomba TetK (de 16 a 2,51 μg/mL) e 

NorA (de 64 a 12,69 μg/mL), o que mostra a inibição destes mecanismos. Foi verificado na 

abordagem in silico que a interação da quercetina no sítio de ligação NorA ocorre através do 

desenvolvimento de uma ligação de hidrogênio entre a quercetina e SER 138 permitindo a 

estabilidade da proteína/complexo de ligação. 
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ARTIGO 2 - ATIVIDADE INIBITÓRIA INDIRETA DO PIROGALOL CONTRA A 

BOMBA DE EFLUXO Tet(K) POR UM EFEITO DE MEMBRANA: ABORDAGEM in 

vitro E in sílico. 

 

Joycy F. S. dos Santos1, Nair S. Macêdo2, Dárcio L. de Sousa Júnior3, Cristina R. B. dos Santos4 

Saulo R. Tintino5, Gabriel C. A. da Hora6, Maria C. P. Lima7, Henrique D. M. Coutinho8, 

Francisco A. B. da Cunha9 

 

Resumo 

Diversas atividades farmacológicas e biológicas de compostos fenólicos foram relatadas na 

literatura. Alguns compostos fenólicos têm propriedades antibacterianas, isoladamente ou em 

combinação com antibióticos atualmente utilizados. Com um número crescente de casos de 

infecções bacterianas causadas por bactérias resistentes, a busca por tratamentos mais eficazes 

tornou-se crucial. O objetivo deste estudo foi avaliar a capacidade do pirogalol de reverter a 

resistência bacteriana através da inibição da bomba de efluxo, bem como validar seu mecanismo 

de interação usando a dinâmica computacional. Para determinar a Concentração Mínima 

Inibitória (CIM) do pirogalol, foram realizados testes de microdiluição em caldo. A redução da 

CIM da tetraciclina e do brometo de etídio confirma a inibição da bomba de efluxo. O pirogalol 

mostrou atividade direta contra Staphylococcus aureus; entretanto, o efeito sinérgico foi 

observado apenas com o antibiótico testado, reduzindo sua concentração de 128 µg/mL para 

45,25 µg/mL, mas este efeito não foi associado com a inibição da bomba de efluxo. De acordo 

com a dinâmica molecular, este composto interage com a superfície da membrana bacteriana. 

Entretanto, são necessárias mais pesquisas para identificar mecanismos potenciais de interação 

com os antibióticos existentes. 

 

Palavras-chave: Resistência bacteriana; Brometo de etídio; Sinergísmo; Bomba Tet(K). 

 

 

1. INTRODUÇÃO 

A resistência bacteriana aos medicamentos tem sido uma barreira importante no 

tratamento de infecções bacterianas, pois contribui para o aumento da dose de antibióticos 

necessária para conter a infecção e a necessidade de tratamentos adicionais, além de prolongar 

a permanência hospitalar [1]. A resistência bacteriana a medicamentos está associada a várias 

estratégias bacterianas, incluindo modificação do alvo do medicamento, inativação ou 

degradação do medicamento, redução da permeabilidade celular e diminuição da concentração 

intracelular, assim como efluxo ativo [2]. Estes mecanismos de resistência a drogas podem ser 
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encontrados tanto em bactérias Gam-negativas quanto em bactérias Gram-positivas, como 

Staphylococcus aureus [3-4]. 

Os estafilococos colonizam o corpo humano, o que aumenta o risco de infecções 

nosocomiais em pacientes hospitalizados e imunocomprometidos [5]. S. aureus é um patógeno 

Gram-positivo que causa uma variedade de doenças tais como infecções de pele, pneumonia, 

endocardite e síndrome do choque tóxico [6-8]. Sua resistência a múltiplas drogas está 

associada à capacidade deste micro-organismo de apresentar mecanismos de resistência tanto 

intrínsecos como adquiridos [9]. 

As bombas efluxo, que expulsam substâncias tóxicas do meio intracelular e são 

encontradas em S. aureus, representam um dos mecanismos de resistência bacteriana. [10]. Este 

mecanismo de resistência em cocos Gram-positivos pode exibir amplas e variadas 

especificidades de substrato, expulsando diversas substâncias como antibióticos, biocidas 

monovalentes e divalentes, corantes intercalares, sais de amônio quaternário, diamidinas, 

biguanidinas e metabólitos secundários de plantas [11]. 

Vários estudos se concentraram em compostos fenólicos ou polifenólicos na busca de 

substâncias capazes de resolver o problema de resistência bacteriana [12-13]. Este é um grande 

grupo de compostos de metabolismo secundário derivados de várias espécies vegetais. Estes 

compostos têm um anel aromático com um ou mais grupos hidroxila em sua estrutura 

molecular, e podem ser moléculas simples ou polimerizadas [14-15]. Entre outras coisas, eles 

têm propriedades antioxidantes, anticancerígenas, antibacterianas, cardioprotetoras e 

antiinflamatórias [16-17]. 

O composto fenólico pirogalol (ácido pirogalico, ou 1,2,3-trihidroxibenzeno) tem 

diversas aplicações nas indústrias alimentícia e agrícola, cosmética e farmacêutica [18] e pode 

ser encontrado em uma variedade de frutas, incluindo mangas (Mangifera indica) [19]. O 

pirogalol já demonstrou ter atividade antimicrobiana através da inibição enzimática de 

substâncias oxidantes [20]. Além disso, este composto demonstrou anteriormente atividade 

antibacteriana contra S. aureus [21]. 

Vários estudos relatam a ação inibitória dos compostos fenólicos nas bombas de efluxo 

[12-13]. Diniz-Silva et al. [22] relataram um efeito sinérgico da associação do ácido tânico com 

Norfloxacino, assim como a inibição da bomba de efluxo NorA. Dos Santos et al. [23] em seu 

estudo, demonstraram a reversão da resistência bacteriana ao inibir as bombas S. aureus MrsA 

e Tet(K) usando ácido cafeico, bem como a bomba de efluxo NorA usando ácido gálico. Pal e 

Tripathi [24] em seu estudo, demonstraram uma significativa inibição da bomba de efluxo AcrB 

em bactérias Gram-negativas resistentes a carbapenêmicos por quercetina. 
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Este estudo procurou avaliar a capacidade do pirogalol de inibir a bomba de efluxo de 

S. aureus, e investigar as interações de hidrofobicidade deste composto fenólico com o modelo 

de membrana externa bacteriana usando simulação de dinâmica molecular. 

 

2.MATERIAIS E MÉTODOS  

2.1 Ensaios microbiológicos  

2.1.1 Substâncias 

As seguintes substâncias foram adquiridas da Sigma-Aldrich Co. Ltd. (San Luis, 

Missouri, EUA): o antibiótico, Cianeto de Carbonila m-Clorofenil-Hidrazona - CCCP, brometo 

de etídio (BrEt) e pirogalol. A Clorpromazina (CPMZ) foi adquirida da Aché (Guarulhos, São 

Paulo, Brasil).  

Meios de cultura utilizados: Heart Infusion Agar (HIA, Difco, Detroit, Michigan, EUA) 

e Brain Heart Infusion (BHI, KASVI - Produtos e Equipamentos de Laboratório, São José dos 

Pinhais, Paraná, Brasil) foram usados como meios de cultura e foram preparados na 

concentração a 10 %. 

 

2.1.2 Estirpes utilizadas  

A seguinte estirpe de S. aureus foi utilizada para realizar este estudo: IS-58, dotada do 

plasmídeo PT181 portador do gene da proteína de efluxo Tet(K) resistente a tetraciclina. A cepa 

utilizada foi fornecida pelo Professor S. Gibbons (Universidade de Londres). A linhagem IS-

58 foi acondicionada em ágar sangue para confirmar seu tipo (Laboratórios Difco, Detroit, 

Michigan, EUA), e depois transferida e preservada em dois estoques, um em glicerol a -80 ºC 

e outro em Ágar de Infusão Cardíaca (HIA, Difco, Detroit, Michigan, EUA) a 4 ºC. 

 

2.1.3 Preparação de substâncias 

O antibiótico tetraciclina e o pirogalol foram diluídos em 1 mL de dimetil sulfóxido 

(DMSO) e depois em água estéril. A clorpromazina (CPMZ) e o brometo de etídio (BrEt) foram 

dissolvidos em água estéril destilada, enquanto o Cianeto de Carbonila m-Clorofenil-Hidrazona 

(CCCP) foi dissolvido em metanol/água. Todas as substâncias foram concentradas a 1024 

µg/mL, armazenadas a -20 °C, e protegidas da luz. 
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2.1.4 Preparação e padronização de inóculos  

Para procedimentos microbiológicos, os inoculos foram preparados utilizando a 

metodologia padrão definida pelo CLSI [25]. As bactérias foram cultivadas em meio sólido 

Heart Infusion Agar e mantidos em 37 ºC por 24 horas. Em seguida, o inóculo foi preparado 

utilizando tubos de ensaio com solução salina estéril de acordo com a escala 0,5 Mcfarland 

correspondente a 1,5 x 108 UFC (Colony Forming Units). 

 

2.1.5 Ensaios de concentração inibitória mínima (CIM)  

Na realização dos testes de concentração inibitória mínima com pirogalol, BrEt e 

tetraciclina, foi seguida a metodologia proposta por Javadpour et al. [26] com modificações. Os 

microtubos do tipo Eppendorf foram preparados com 900 µL de meio de cultura líquido BHI e 

100 µL de inóculo bacteriano, resultando em um volume final de 1 mL. As placas de 

microdiluição foram então preenchidas horizontalmente com 100 µL da solução final até que a 

última fila fosse alcançada. Os compostos foram então microdiluídos (100 µL) até a penúltima 

linha, com a última linha correspondendo ao controle de crescimento. As concentrações 

variavam de 512 µg/mL a 8 µg/mL. As placas foram incubadas em uma estufa bacteriológica a 

37 ºC por 24 horas, com leituras sendo realizadas através da verificação da mudança de cor do 

meio onde o azul corresponde à ausência de crescimento, e o vermelho à presença de 

crescimento bacteriano, através da adição de 20 µL de Resazurina (7-hidroxi-3H-fenoxazina-

3-um 10-óxido) [25]. 

 

2.1.6 Inibição da bomba de efluxo pela redução da CIM do antibiótico e do brometo de 

etídio (EtBr) 

Antibióticos e brometo de etídio foram testados em conjunto com pirogalol em 

concentrações subinibitórias (CIM/8), o que significa que o valor do CIM foi dividido por oito. 

Isto é feito para avaliar o efeito da inibição da bomba de efluxo, seguindo o método 

desenvolvido por Tintino et al. [27]. Os microtubos do tipo Eppendorf foram preenchidos com 

160 µL do inóculo, assim como os seguintes compostos em concentrações subinibitórias 

(CIM/8): pirogalol (64 µg/mL), CPMZ (101 µg/mL) e CCCP (2 µg/mL), e complementados 

com BHI para atingir um volume de 1,6 mL. Ao preparar o controle de modificação, 160 µL 

do inóculo foram adicionados em 1.440 µL de BHI. As placas de microdiluição foram 

preenchidas, com as linhas G e H correspondentes aos controles de crescimento microbiano. 

Os controles de esterilidade foram preparados em placas separadas. Em seguida, foi realizada 
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a microdiluição com o antibiótico ou brometo de etídio (100 µL). Finalmente, após 24 h, as 

placas foram lidas como descrito anteriormente. 

 

 

2.1.7 Análise estatística dos resultados microbiológicos  

Os ensaios antibacterianos foram realizados em triplicata e os resultados obtidos foram 

expressos como a média das réplicas. Os resultados foram apresentados como a média 

geométrica. A análise estatística de hipóteses foi aplicada usando uma ANOVA bidirecional 

seguida pelo teste pós-hoc de Bonferroni usando o software GraphPad Prism 7.0. Os valores de 

p≤0.05 foram considerados significativos. 

 

2.2 Testes de dinâmica molecular 

2.2.1 Efeito in silico sobre a membrana bacteriana 

 Uma simulação de 700 ns de Dinâmica Molecular (DM) também foi realizada para 

entender as interações do pirogalol (Figura 1) com um modelo de membrana externa de 

bactérias em detalhe atomístico. Pesquisas anteriores demonstraram a capacidade da DM de 

investigar as interações droga-membrana [27-29]. 

                     

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 1: Representação da molécula de pirogalol. Os átomos de carbono são retratados em 

ciano, os oxigenados em vermelho e o hidrogênio são representados como esferas brancas. 

 

O bico lipídico de POPG (1-palmitoyl-2-Oleoyl-sn-glycero-3-(phospho-rac-(1 

glicerol)) foi construído usando 512 unidades do modelo Kukol [30]. A membrana foi 

balanceada usando o protocolo descrito anteriormente [31]. Para reproduzir a concentração 
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experimental da CEPA IS-58, 130 moléculas do pirogalol foram distribuídas aleatoriamente em 

torno de 3,5 Å acima da superfície da membrana (Figura 3a). Os parâmetros do pirogalol para 

o campo de força GROMOS 54A7 [32] foram adquiridos do Automated Topology Builder 

(ATB) Repository 3.0 [33]. O modelo de carga de ponto simples de solvente explícito (SPC) 

[34] foi usado para hidratar o sistema e íons de sódio Na+ foram adicionados para neutralizar a 

carga líquida da caixa. Depois de minimizar principalmente a energia do sistema em mais de 

5000 passos, um passo de tempo de 2 fs foi empregado durante as fases de equilíbrio e produção. 

Para toda a simulação, a pressão foi mantida constante a 1,0 bar usando o termostato Berendsen 

[35] com acoplamento semi-isótropo a cada 0,1 ps. A temperatura foi ajustada para 298 K e foi 

controlada com uma constante de tempo de 0,2 ps e um termostato em escala V [36] com 

componentes acoplados independentemente. Foram aplicadas condições de limite periódicas 

em todas as direções e as interações de longo alcance e var der Waals foram manipuladas 

usando o corte Verlet de 1,2 nm. As interações eletrostáticas de longo alcance foram tratadas 

usando o método Particle-Mesh Ewald (constante dielétrica de 66) [37]. 

Finalmente, foram examinados os perfis de densidade parcial do sistema, área por grupo 

de cabeça lipídica, parâmetros de ordem de deutério e contatos nativos dependentes do tempo. 

Este último foi realizado com a ajuda de um roteiro interno baseado no pacote MDAnalysis 

python [38-39]. Todas as outras análises e simulações foram realizadas com o software 

GROMACS 2019.4 [40-41]. VMD 1.9.3 foi utilizado para visualizar e gerar imagens de 

coordenadas e trajetórias de moléculas [42]. 

 

3. RESULTADOS E DISCUSSÃO  

3.1 Efeito da atividade antibacteriana intrínseca 

Os testes de CIM com a estirpe IS-58 mostraram um valor de 512 µg/mL para o 

pirogalol, indicando relevância clínica através de sua atividade antibacteriana comprovada 

(Tabela 1). O CIM da tetraciclina correspondeu a 128 µg/mL. 

 

Tabela 1: Concentração Inibitória Mínima (CIM) em µg/mL de pirogalol e o antibiótico 

(tetraciclina). Cepa IS-58 que carrega a bomba Tet(K). 

SUBSTANCE IS-58 

TETRACYCLINE 128 µg/mL 

PYROGALLOL 512 µg/mL 
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Os compostos isolados têm sido alvo de estudos que avaliam diretamente seu efeito 

antibacteriano, bem como seu efeito como modificadores de atividade antibiótica, contribuindo 

assim para aumentar a eficácia e eficiência antibiótica contra cepas bacterianas resistentes a 

esses medicamentos [43]. 

Neste estudo, o pirogalol apresentou um valor CIM de 512 µg/mL, mostrando atividade 

antibacteriana direta contra a cepa S. aureus IS-58 que carrega a bomba de efluxo Tet(K). 

Cinthya et al, [44] realizaram testes com esta mesma substância contra S. aureus e obtiveram o 

mesmo valor de CIM (512 µg/mL). Este efeito antibacteriano pode estar associado a 

mecanismos de membrana, tais como os relatados por Wang et al. [45], onde o composto 

fenólico naringenin reduziu a fluidez da membrana de S. aureus, alterando sua composição. Em 

seu estudo de revisão, Lima et al. [12] relataram vários mecanismos de ação antibacteriana para 

polifenóis, incluindo mudanças na permeabilidade, danos à membrana, polarização e inibição 

de efluxo. 

 

3.2 Avaliação da inibição da bomba pelo teste de redução CIM 

Em testes combinados com o antibiótico tetraciclina, o pirogalol reduziu o CIM do 

antibiótico de 128 µg/mL para 45,25 µg/mL, demonstrando um efeito sinérgico. Entretanto, os 

dados obtidos da associação do pirogalol com brometo de etídio não foram estatisticamente 

significativos (Figura 2). 
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Figura 2: Efeito da combinação do pirogalol com o antibiótico tetraciclina e brometo de etídio 

contra a estirpe IS-58 portadora da bomba de efluxo Tet(K). Controle(C): antibiótico 

Tetraciclina. O Cianeto de Carbonila m-Clorofenil-Hidrazona (CCCP) e a clorpromazina 

(CPMZ) são inibidores padrão. 
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Os fitoquímicos podem exibir atividade antibacteriana direta e combinada, ajudando a 

melhorar a eficácia dos antibióticos existentes [46-47]. Por suas propriedades antimicrobianas 

e modificadoras de resistência, os compostos fenólicos são mencionados entre várias 

substâncias derivadas de plantas [43]. Em seu estudo utilizando substâncias desta classe, 

Bouquet et al. [48] demonstraram o efeito sinérgico do Xanthohumol, derivado do lúpulo 

extraído da planta Humulus lupulus, quando combinado com a rifampicina, onde o efeito da 

rifampicina era oito vezes maior. 

No presente estudo, a ação sinérgica da combinação do pirogalol com a tetraciclina pode 

ser identificada, aumentando assim seu efeito. Entretanto, os dados da associação com brometo 

de etídio não foram estatisticamente significativos, indicando que o mecanismo da bomba de 

efluxo não foi inibido. Amin et al. [49], em seu trabalho com compostos fenólicos em 

combinação com antibióticos contra S. aureus resistente à meticilina (MRSA), demonstraram 

que o flavonóide luteolina aumentou o efeito antibacteriano do imipenem, causando danos à 

parede celular e à membrana citoplasmática. Os autores atribuíram este efeito a um sinergismo 

previamente observado com antibióticos que atuam inibindo a biossíntese da parede celular. 

Em seu estudo, Wang et al. [50] descobriram um efeito sinérgico da silibina em combinação 

com a ciprofloxacina, com o CIM deste antibiótico sendo reduzido em quatro vezes. No mesmo 

estudo, a sibilina alterou a expressão das proteínas, possivelmente indicando que o mecanismo 

da bomba de efluxo nas cepas de MRSA foi inibido. 

Além disso, é importante mencionar que o mecanismo de ação dos compostos fenólicos 

também pode estar envolvido com a inibição da girase de DNA e inibição da proteína quinase, 

contribuindo assim também para a inibição da resistência das fluoroquinolonas [51-52]. 

 

3.3.1 Interação com a membrana 

A simulação da Dinâmica Molecular foi realizada para explorar as interações do 

pirogalol com os fosfolipídeos da bicamada celular e para avaliar seu papel nos ensaios 

microbiológicos. As moléculas do pirogalol foram posicionadas acima da superfície da 

membrana e não interagiram com os fosfolipídios no início da simulação (Figura 3A). Como 

resultado de seus grupos hidroxila (parte hidrofílica), as moléculas fenólicas aproximaram-se 

da superfície da membrana e começaram a interagir com os grupos de cabeça lipídica (também 

de caráter hidrofílico).  
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Figura 3: Instantâneo do início (A), e do fim (B) da simulação do pirogalol (ciano) com 

membrana POPG (cinza). A região hidrofílica é representada pela superfície verde, enquanto o 

Na+ é representado como esferas amarelas. A água foi omitida para melhor visualização. 

Comparação dos perfis de densidades numéricas para os 10 primeiros nanossegundos (C) e os 

10 nanossegundos finais (D). As curvas verde e vermelha (glicerol e grupos PO43-) 

correspondem à parte hidrofílica; a linha tracejada preta representa o CH3 na região hidrofóbica 

da membrana e as esferas pretas denotam as posições médias das moléculas do pirogalol. 

 

Os perfis de densidades numéricas (Figura 3 C e D) mostraram quase nenhuma diferença 

na avaliação dos pontos de início e fim da simulação. A interação do pirogalol no folheto abaixo 

foi causada pela periodicidade da caixa do sistema, não pela permeação através da membrana. 

O pirogalol mostrou grande estabilidade na região dos grupos lipídicos da cabeça. Esta 

estabilidade pode ser associada aos vários contêineres de Na+ apresentados na superfície da 

membrana. A carga líquida negativa da superfície do bocal produz uma forte atração 

eletrostática para os íons sódio, que também se coordena com os grupos hidroxila do pirogalol. 

A Figura 4 apresenta uma evidência destas interações através da simulação. 
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Da mesma forma, o mapa de contato mostra que as moléculas de pirogalol começaram 

na água, mas rapidamente se deslocaram para a interface do filtro de água. Elas continuaram 

então a interagir com os íons de sódio e grupos de cabeças de lipídios durante a simulação. 

Finalmente, a área por grupo de cabeça de lipídios e parâmetros de ordem de deutério (Figura 

5) foram calculados para estimar a ordem de perturbação causada pelo pirogalol na superfície 

e nas cadeias da bicamada. 

 

Figura 4: Análise de contatos nativos de moléculas de pirogalol com: (A) glicerol do grupo da 

cabeça lipídica; (B) íons Na+ ao longo de toda a trajetória. O corte do raio estava em 3,0 Å dos 

grupos de glicerol. As estruturas eram salvas a cada 20 fs (total de 700 ns). 

 

Figura 5: Análise das propriedades dependentes do tempo: (A) Área por grupo de cabeça 

lipídica;(B) Parâmetros de ordem de Deutério para as cadeias de oleil (preto) e palmitoyl 

(vermelho). Os quadrados ocos representam os 10 ns iniciais, enquanto os quadrados 

preenchidos representam os últimos 10 ns da simulação. 

 

Ao final da simulação, a área por grupo de cabeça lipídica teve uma média de 72,2 Å2, 

o que corresponde a um aumento de 6,5 % no valor equilibrado [31].  Este aumento está 

associado às moléculas de pirogalol que ocupam espaço entre os grupos de cabeça 

fosfolipídicos, aumentando sua separação. O parâmetro de ordem indica que não há quase 

nenhuma perturbação nas cadeias hidrofóbicas da bicamada. Isto também era esperado, já que 
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nenhuma molécula de pirogalol era capaz de permear através da membrana. A permeação de 

drogas frequentemente requer técnicas de amostragem aprimoradas para superar uma barreira 

local [53-55]. Os resultados computacionais, quando combinados com os ensaios de inibição 

da bomba de efluxo, mostram que o pirogalol não causa um transtorno direto na membrana, 

nem inibe a bomba de efluxo. As moléculas continuam a interagir somente com a superfície da 

membrana, o que poderia indicar que elas permanecem presas e não se movem para a bomba 

de efluxo Tet(K). 

 

4. CONCLUSÃO 

Neste estudo, o pirogalol mostrou atividade direta contra S. aureus portador da bomba 

de efluxo Tet(K), bem como um efeito sinérgico quando combinado com o antibiótico. No 

entanto, esta ação não estava relacionada à inibição do mecanismo da bomba de efluxo. O 

pirogalol não causou mudanças diretas na membrana no teste de dinâmica molecular, ao invés 

disso, interagiu apenas com a superfície. Como resultado, mais pesquisas são necessárias para 

demonstrar o mecanismo de interação deste composto, bem como para investigar seu efeito em 

outros tipos de bombas de efluxo. 
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5 CONSIDERAÇÕES FINAIS  

5.1 ASPECTOS GERAIS DA PRODUÇÃO CIENTÍFICA  

 

A resistência bacteriana ocorre quando micro-organismos como bactérias, se modificam 

quando expostos a vários medicamentos antibacterianos de tal forma que o fármaco se torna 

ineficaz. O uso por tempo prolongado, a dosagem indevida, a frequência e a habilidade de 

evolução, acarretaram o desenvolvimento de resistência contra diversos antibiótico. Bactérias 

resistentes com Staphylococcus aureus, são uma das maiores preocupações de saúde pública no 

mundo atualmente, pois as infecções causadas por elas, são difíceis de tratar devido à maior 

duração do tratamento e medicamentos caros. Além disso, os casos de mortalidade ligados a 

infecções resistentes têm aumentado com o passar dos anos (KABRA et al., 2019; 

MARSHALL; LEVY, 2020). 

Na busca pela resolução desse problema, pesquisadores têm investigado o potencial 

antibacteriano de várias substâncias. Diversos produtos derivados de plantas são citados na 

literatura por suas atividades antibacterianas associadas a vários mecanismos de ação. Também 

são mencionadas por auxiliar no aumento do efeito de antibióticos já utilizados (SHIN et al., 

2018). Os compostos fenólicos podem atuar inibindo os fatores de virulência bacteriana, 

anulando a formação de biofilmes, interagindo com a membrana citoplasmática, revertendo 

mecanismos de resistência e através da inibição da biossíntese da parede celular 

(MIKLASIŃSKA-MAJDANIK et al., 2018; PORRAS et al., 2020). 

Como já mencionado na literatura os compostos fenólicos possuem um grande potencial 

antibacteriano, mediado por vários mecanismos de ação. A quercetina e o pirogalol pertencem 

a esta classe de metabolitos secundários e já tiveram seu efeito antibacteriano evidenciado. Essa 

ação pode estar relacionada com a inibição de mecanismos de resistência como as bombas de 

efluxo. Nesse estudo, os compostos fenólicos quercetina e pirogalol apresentaram atividade 

direta contra a cepa de Sthaphylococcus aureus IS-58, apresentando o valor de 512 μg/mL. A 

emodina extraída da planta Rhamnus alaternus L. conhecida como aderno-bravo, apresentou 

atividade antibacteriana inibindo o crescimento de MRSA com a CIM no valor de 15,63 μg/mL 

(KEOUK et al., 2021). Kepa e colaboradores (2018), em seu estudo com o ácido cafeico com 

a cepa de S. aureus ATCC 25923, obtiveram o valor da CIM de 256 μg/mL. 

Quando tratamos da atividade potencializadora de fármacos antibacterianos, a 

quercetina potencializou os efeitos dos antibióticos tetraciclina, eritromicina e norfloxacino e 
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reduziu a concentração inibitória mínima do BrEt, o que evidencia a inibição das bombas de 

efluxo Tet(K) e NorA. O pirogalol atuou na potencialização da tetraciclina. O composto 

fenólico filantina isolado do extrato etanólico das folhas de Phyllanthus amarus Schumach. & 

Thonn, conhecida como quebra-pedra, demostrou associação sinérgica com o antibiótico 

norfloxacino reduzindo sua CIM de 64 μg/mL para 12,07 μg/mL. O mesmo sinergismo foi 

verificado na combinação com o BrEt, evidenciando a inibição da bomba NorA (RIBEIRO et 

al., 2019).  

No estudo de Sing e colaboradores (2017), a boeravinona B reduziu os valores da CIMs 

do ciprofloxacino nas duas cepas de S. aureus testadas 1199B e 1199. A redução da CIM do 

BrEt na cepa SA-1199B também foi verificada, indicando a inibição da bomba de efluxo NorA. 

Eumkeb et al. (2010), demostrou em seu trabalho que a combinação da quercetina com a 

amoxicilina inibiu a síntese de peptídeoglicanos na membrana celular bacteriana, contribuiu 

inibindo a atividade da β-lactamase aumentando a permeabilidade da membrana e reduziu os 

ácidos graxos. Alguns compostos fenólicos podem interferir na produção de energia necessária 

para a expulsão das substâncias tóxicas da célula bacteriana, inibir as bombas de efluxo através 

da inibição da expressão do RNA mensageiro ou pela ligação com a proteína (LAN et al., 2021). 

Nos ensaios in sílico, a interação entre a quercetina e a proteína de efluxo NorA, 

acontece pela formação de uma ligação de hidrogênio que proporciona uma maior estabilidade. 

Sing et al. (2017) verificou em seu estudo de modelagem molecular com a bomba NorA, que a 

boeravinona B liga-se aos resíduos de Ile23 e Glu222 da bomba através de uma ligação de 

hidrogênio constituída por grupos fenólicos hidroxílicos. No caso do pirogalol, sua interação 

ocorreu apenas com a superfície da membrana bacteriana. 

Os achados desse estudo podem contribuir na buscar por substâncias que possam 

potencializar antibióticos já existentes, pois tanto a quercetina como o pirogalol demostraram 

esse efeito na associação com antibióticos. Quanto a inibição do mecanismo de bomba de 

efluxo, a quercetina se mostrou mais efetiva, inibindo as bombas Tet(K) e NorA de S. aureus, 

indicando que esse composto fenólico poderia contribuir como um coadjuvante na reversão da 

resistência bacteriana por bomba de efluxo. 
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5.2 CONCLUSÕES GERAIS 

Os objetivos que direcionaram esse estudo contribuíram com as seguintes conclusões: 

❖ Quercetina e pirogalol, demostraram atividade direta contra cepas de 

Staphylococcus aureus portadoras de bombas de efluxo. Esses compostos também 

atuam potencializando alguns antibióticos, aumentando seus efeitos; 

❖ O composto fenólico quercetina reduziu a concentração do brometo de etídio, 

revertendo a resistência bacteriana pela inibição das bombas de efluxo NorA e 

Tet(K);  

❖ O mecanismo de interação entre a quercetina e a proteína NorA ocorre pela 

formação de uma ligação de hidrogênio entre o grupo hidroxila da quercetina e a 

cadeia lateral serina138, proporcionando estabilidade extra ao complexo 

quercetina/NorA; 

❖ O composto pirogalol não inibe o mecanismo de resistência estudado, mas causa 

efeito na membrana auxiliando na entrada do antibiótico, o que justifica o efeito de 

potencialização antibiótica. 

 

5.3 PERSPECTIVAS DE INVESTIGAÇÕES FUTURAS 

É esperada a realização de testes com a metodologia de PCR Quantitativo em Tempo 

Real (RT-qPCR), para verificar se a quercetina atua na redução da expressão dos genes das 

bombas de efluxo NorA e Tet(K), corroborando com os resultados de inibição do mecanismo 

de resistência obtidos nesse estudo. Testes de inibição de bomba de efluxo em um sistema vivo 

também seriam interessantes.  

Devido a quercetina e o pirogalol apresentarem efeito potencializador em combinação 

com os antibióticos utilizados, um ensaio de checkerboard pode ser feito para verificar o efeito 

individual do fármaco e a associação com os compostos testados, confirmado a ação sinérgica 

demostrada. Os compostos fenólicos são citados na literatura por causarem dano a membrana 

bacteriana, a Microscopia Eletrônica de Transmissão poderia ser usada para verificar se a 

quercetina e o pirogalol agem através desse mecanismo. 

Poderiam ser realizadas também modificações por adição de grupos químicos nos 

compostos testados, contribuindo assim para a melhoria do efeito dos mesmos. 

Muitos compostos fenólicos são muito encontrados em alimentos comumente inseridos 

na dieta humana. Mas ainda é necessária a realização de testes de toxicidade in vivo para a 

avaliação do perfil tóxico da quercetina e do pirogalol. 
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Novos testes com intuito de verificar se a quercetina e o pirogalol podem inibir outros 

tipos de bombas de efluxo tanto em bactérias Gram-positivas como em Gram-negativas, 

deveriam ser realizados. 
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7 ANEXOS e APÊNDICES 

7.1 APÊNDICES 

7.1.2 Metodologia estendida (METHODX) 

❖ Testes microbiológicos 

• Substâncias 

Para o andamento do estudo, foram adquiridas da Sigma-Aldrich Co. Ltd. (San Luis, 

Missouri, EUA) as seguintes substâncias: os antibióticos (eritromicina, norfloxacino e 

tetraciclina), cianeto de carbonilo m-clorofenil hidrazona - CCCP, brometo de etídio (EtBr), e 

pirogalol. A Clorpromazina (CPMZ) foi adquirida da Aché (Guarulhos, São Paulo, Brasil).  

Os meios de cultura utilizados foram: Heart Infusion Agar (HIA, Difco, Detroit, 

Michigan, EUA) e Brain Heart Infusion (BHI, KASVI - Produtos e Equipamentos de 

Laboratório, São José dos Pinhais, Paraná, Brasil). Todos foram preparados na concentração a 

10 %. 

 

• Estirpes  

 

Nos testes foram utilizadas as seguintes linhagens de S. aureus: RN-4220 possuindo o 

plasmídeo pUL5054 (bomba de efluxo MsrA); IS-58, dotado com o plasmídeo PT181 portador 

do gene da proteína efluxo TetK, resistente a tetraciclina; SA-1199B resistente à tensão de 

fluoroquinolonas hidrofílicas via proteína de efluxo NorA e a cepa selvagem SA-1199. As 

linhagens foram doadas pelo Professor S. Gibbons (Universidade de Londres). Todas foram 

inicialmente mantidas em ágar sangue para confirmar seus respectivos tipos (Laboratórios 

Difco Ltda., Brasil) e depois transferidas e mantidas em dois estoques, um em Agar Infusão 

Cardíaca (HIA, Difco, Detroit, Michigan, EUA) a 4 °C e outra em glicerol a -80 °C. 

 

• Preparação de substâncias 

 

Os antibióticos foram usados de forma específica para as bombas de cada linhagem: 

eritromicina para a bomba MsrA (RN4220); tetraciclina para a bomba TetK (IS-58); e 

norfloxacino para a bomba NorA (1199B) e para a cepa do tipo selvagem (1199). Os 
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antibióticos, a quercetina e o pirogalol, foram diluídos em 0,5 mL de dimetil sulfóxido (DMSO) 

e depois em água estéril. A clorpromazina (CPMZ) e o brometo de etídio (EtBr) foram 

dissolvidos em água estéril destilada, enquanto o Cianeto de Carbonila m-Clorofenil-Hidrazona 

(CCCP) foi dissolvido em metanol/água. Todas as substâncias foram concentradas a 1024 

µg/mL, armazenadas a -20 °C e protegidas da luz. 

 

• Preparação e padronização de inóculos  

 

Os inóculos foram preparados utilizando a metodologia padrão definida pelo CLSI 

(2015). As bactérias foram cultivadas em meio sólido Heart Infusion Agar slants e mantidos 

em 37 ºC por 24 horas. Em seguida, o inóculo foi preparado utilizando tubos de ensaio com 

solução salina estéril de acordo com a escala 0,5 Mcfarland correspondente a 1,5 x 108 UFC 

(Colony Forming Units). 

 

• Ensaios de concentração inibitória mínima (CIM)  

 

Na realização dos testes de concentração inibitória mínima com pirogalol, quercetina, 

brometo de etídio, inibidores padrões (clorpromazina e CCCP) e antibióticos, foi seguida a 

metodologia proposta por Javadpour et al. (1996) com modificações. Os microtubos do tipo 

Eppendorf foram preparados com 900 µL de meio de cultura líquido BHI e 100 µL de inóculo 

bacteriano, resultando em um volume final de 1 mL. As placas de microdiluição foram então 

preenchidas horizontalmente com 100 µL da solução final até que a última fila fosse alcançada. 

Os compostos foram então microdiluídos (100 µL) até a penúltima linha, com a última linha 

correspondendo ao controle de crescimento. As concentrações variavam de 512 µg/mL a 8 

µg/mL. As placas foram incubadas em uma estufa bacteriológica a 37 ºC por 24 horas, com 

leituras sendo realizadas através da verificação da mudança de cor do meio onde o azul 

corresponde à ausência de crescimento, e o vermelho à presença de crescimento bacteriano, 

através da adição de 20 µL de Resazurina (7-hidroxi-3H-fenoxazina-3-um 10-óxido) (CLSI, 

2015). 
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• Inibição da bomba de efluxo pela redução da CIM do antibiótico e do brometo de etídio 

(EtBr) 

 

Os antibióticos, os inibidores e brometo de etídio foram testados em associação com 

pirogalol e a quercetina em concentrações subinibitórias (CIM/8), o que significa que o valor 

do CIM foi dividido por oito. Isto é feito para avaliar o efeito da inibição da bomba de efluxo, 

seguindo o método desenvolvido por Tintino et al. [27].  Os inibidores CCCP e Clorpromazina, 

são utilizados para evidenciar a presença do mecanismo de bomba de efluxo. Os microtubos do 

tipo Eppendorf foram preenchidos com 160 µL do inóculo, com as substâncias mencionadas 

anteriormente em concentrações subinibitórias e complementados com BHI para atingir um 

volume de 1,6 mL. Ao preparar o controle de modificação, 160 µL do inóculo foram 

adicionados em 1.440 µL de BHI. As placas de microdiluição foram preenchidas, com as linhas 

G e H correspondentes aos controles de crescimento microbiano. Os controles de esterilidade 

foram preparados em placas separadas. Em seguida, foi realizada a microdiluição com o 

antibiótico ou brometo de etídio (100 µL). Finalmente, após 24 h, as placas foram lidas como 

descrito anteriormente. 

 

• Análise estatística dos resultados microbiológicos  

 

Os testes antibacterianos foram feitos em triplicata. Os resultados foram expressos como 

a média das réplicas e apresentados como a média geométrica. A análise estatística de hipóteses 

foi aplicada usando uma ANOVA bidirecional, em seguida foi realizado o teste pós-hoc de 

Bonferroni usando o software GraphPad Prism 7.0. Os valores de p≤0.05 foram considerados 

significativos. 

 

❖ Ensaios de Docagem Molecular com a bomba de efluxo NorA  

 

• Previsão da estrutura NorA 3D e identificação de potenciais bolsas de encadernação 

de efluxo 

 

No presente estudo, foram obtidas no formato FASTA através dos recursos do NCBI, a 

sequência proteica para NorA e todas as outras proteínas similares (PDB ID: 1PV4, 1PV7, 

3WDO, 2GFP). A identidade sequencial de todas as proteínas e a sequência NorA foi de 6,89 
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%, 5,87 %, 14,80 % e 3,47 % de identidade, respectivamente. Foi obtida usando MODELLER 

9,17v (WEBB; SALI, 2014) encontrada no servidor ModWeb (https://modbase.compbio.ucsf. 

edu/modweb/) utilizando a estrutura cristalográfica do YajR, a previsão dos segmentos 

transmembrana da sequência NorA. 

O transportador de Escherichia coli [PDB ID: 3WDO] foi utilizado como modelo. A 

estrutura de forma final foi reconhecida usando o programa PROCHECK (LASKOWSKI et al., 

1993) em Ramachandran Plot. A estrutura proteica NorA modelada por homologia de solvente 

implícita no programa Quimera usando AMBER 8 (PETTERSEN et al., 2004) campo de força 

ff99. A topografia estrutural dos bolsos e cavidades pode ser promovida pelo servidor CASTP 

(http://cast.engr.uic.edu) com um valor padrão de 1,4 Angstroms do raio da sonda. Foram 

utilizados inibidores potenciais NorA através da identificação dos principais resíduos 

responsáveis pelas interações de ligação, para obter uma melhor compreensão da base 

molecular das afinidades de ligação da NorA (DUNDAS et al., 2006). Compostos com boas 

pontuações de acoplamento foram identificados como compostos afetados pela atividade 

inibitória da NorA. 

 

• Estudos de acoplamento de receptores NorA em sua estrutura 3D prevista 

 

Para os cálculos da docagem, foi utilizado o DockingServer (BIKADI et al., 2009). As 

cargas parciais de Gasteiger foram adicionadas aos átomos de ligante. Os átomos de hidrogênio 

não-polares foram misturados e os vínculos rotativos foram definidos. Foram feitos cálculos 

sobre o modelo de proteína com conteúdo de quercetina. Com a ajuda das ferramentas 

AutoDock, os átomos essenciais de hidrogênio, as cargas do tipo átomo Kollman e a solvatação 

parâmetros foram adicionados. A grade de mapas de afinidade de pontos de 0,5 Å e 

espaçamento de 0,375 Å foram gerados usando o programa Autogrid (MORRIS et al., 1998). 

No cálculo de Van der Waals e nos termos eletrostáticos, foram utilizadas as funções de set-

parameter e dielétrico dependente da distância da AutoDock, respectivamente. As simulações 

de acoplamento foram realizadas utilizando o algoritmo genético Lamarckiano (LGA) e o 

método de busca local Solis e Wets. (1981). A definição da posição inicial, orientação e torções 

das moléculas de ligante foram aleatórias. Todas as torções rotativas foram liberadas durante a 

acoplagem. Cada experiência de acoplamento foi derivada de 10 corridas diferentes que foram 

definidas para terminar após um máximo de 250.000 classificações de potência. O tamanho da 

população foi ajustado para 150. Durante o teste, foram aplicados um passo translacional de 0,2 

Å e passos de torção de 5.  
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❖ Testes de Dinâmica Molecular 

• Efeito in silico sobre a membrana bacteriana 

Para entender as interações do pirogalol com um modelo de membrana externa de 

bactérias em detalhe atomístico, uma simulação de 700 ns de Dinâmica Molecular (DM) 

também foi realizada. Estudos realizados anteriormente demonstraram a capacidade da DM de 

investigar as interações de drogas e outras substâncias com membranas bacterianas (BURTON 

et al., 2013; SILVA et al., 2017 TINTINO et al., 2020). 

O bico lipídico de POPG (1-palmitoyl-2-oleoyl-sn-glycero-3-(phospho-rac-(1 glicerol)) 

foi construído usando 512 unidades do modelo (KUKOL, 2009).  O balanceamento da 

membrana foi realizado usando o protocolo descrito anteriormente (DA HORA et al., 2016). 

130 moléculas do pirogalol foram distribuídas aleatoriamente em torno de 3,5 Å acima da 

superfície da membrana para reproduzir a concentração experimental da CEPA IS-58. Os 

parâmetros do pirogalol para o campo de força GROMOS 54A7 (SCHMID et al., 2011) foram 

adquiridos do Automated Topology Builder (ATB) Repository 3.0 (STROET et al., 2018). O 

modelo de carga de ponto simples de solvente explícito (SPC) (HERMANS et al., 1984) foi 

usado para hidratar o sistema e íons de sódio Na+ foram adicionados para neutralizar a carga 

líquida da caixa. Um passo de tempo de 2 fs foi empregado durante as fases de equilíbrio e 

produção, depois de minimizar principalmente a energia do sistema em mais de 5000 passos. 

Durante toda a simulação, a pressão foi mantida constante a 1,0 bar usando o termostato 

Berendsen (BERENDSEN et al., 1984) com acoplamento semi-isótropo a cada 0,1 ps. A 

temperatura foi ajustada para 298 K e foi controlada com uma constante de tempo de 0,2 ps e 

um termostato em escala V (BUSSI et al., 2007) com componentes acoplados 

independentemente. Condições de limite periódicas foram aplicadas em todas as direções e as 

interações de longo alcance de Var Der Waals foram manipuladas usando o corte Verlet de 1,2 

nm. As interações eletrostáticas de longo alcance foram passaram por tratamento usando o 

método Particle-Mesh Ewald (constante dielétrica de 66) (DARDEN et al., 1993). 

Foram examinados os perfis de densidade parcial do sistema, área por grupo de cabeça 

lipídica, parâmetros de ordem de deutério e contatos nativos dependentes do tempo. Este último 

passo foi feito com a ajuda de um roteiro interno baseado no pacote MDAnalysis python 

(MICHAUD-AGRAWAL et al., 2011; GOWERS et al., 2016). O software GROMACS 2019.4 

foi usado para todas as outras análises e simulações (ABRAHAM et al., 2015; 2019). Para 

visualizar e gerar imagens de coordenadas e trajetórias de moléculas, o VMD 1.9.3 foi utilizado 

(HUMPHREY et al., 1996). 
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efflux pumps. 
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https://doi.org/10.1007/s10863-021-09886-4 

 

 

• Segundo artigo  

➢ Indirect inhibitory activity of pyrogallol Against the Tet(K) efflux pump by a 

membrane effect: in vitro and in sílico approach. 

Process Biochemistry (2021) 17: 138-144. (Elsevier) 

https://doi.org/10.1016/j.procbio.2021.05.019 
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➢ Antibacterial Activity of the Pyrogallol against Staphylococcus aureus Evaluated 

by Optical Image. 
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