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Resumo:  
A resistência bacteriana é considerada um problema de saúde pública, visto que 

o aumento das infecções bacterianas é causado principalmente pelo uso 

indiscriminado de antibióticos que faz com que o aumento da resistência seja 

adquirido, visto que mutações aleatórias acabam selecionando as bactérias mais 

resistentes. Existem mecanismos de resistência que podem ser eficazes para 

esse projeto, por exemplo, a bomba de efluxo que participa do transporte e 

extrusão desse substrato. Nesse estudo avaliaremos a sua atividade de inibição 

de bombas de efluxo em Staphylococcus aureus pelo sesquiterpeno valenceno. 

Serão utilizados os antibióticos norfloxaxina (para bomba de efluxo NorA) e 

ciprofloxacina (para bomba de efluxo MepA), o inibidor padrão de bomba 

Carbonyl Cyanide m-ChloroPhenyl-hydrazone (CCCP), o valenceno e o brometo 

de etídio. Serão utilizadas cepas de S. aureus que são portadoras das bombas 

de efluxo. E espera-se obter valores promissores e estatisticamente significantes 

em relação a substância Valenceno frente as bombas de efluxo NorA e MepA 

presentes em S. aureus. 
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1. Introdução 

A bactéria Gram-positiva, Staphylococcus aureus, que está presente na 
microbiota humana sobretudo da pele, pode tornar patogênica quando ocorre o 
rompimento da barreira cutânea ou em imunossuprimidos, especialmente 
quando essa bactéria apresenta mecanismos de resistência(MENEGUIN; 
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TORRES; POLLO, 2020). A resistência bacterina torna-se uma problemática de 
cada vez mais relevância na saúde pública, sejam em cepas de resistência 
intrínseca ou adquirida(SOUSA; FERNANDES; ORSSATTO, 2022). 

Em todo o mundo as infecções bacterianas são manuseadas pelo uso 
indiscriminado de antibióticos, isso seleciona bactérias adaptadas e resistentes 
que já adquiram essas mutações genéticas de forma aleatória para resistência 
(OLIVEIRA-TINTINO et al., 2021) 

O tratamento utilizando antibióticos que antes representavam o fim das 
infecções, já não são tão eficazes, devido ao surgimento dessas cepas 
resistentes(PEREIRA; TACIANO; CARDOSO, 2018). Dentre esses mecanismos 
de resistência estão as bombas de efluxo. Essas proteínas participam do 
transporte e extrusão do substrato, do interior da célula para meio o extracelular. 
Estes substratos podem ser antibióticos, desinfetante ou metais tóxicos(DU et 
al., 2018) 

Para controlar a resistência bacteriana causada por bombas de efluxo é 
valido a associação de antibióticos por meio de substâncias que são capazes 
que inibir essas proteínas. Existem substancias de origem natural identificadas 
como inibidores de bombas de efluxo. Estas substancias são derivadas do 
metabolismo secundário das plantas, por exemplos os flavonoides, terpenos, 
sesquiterpenos, taninos e alcaloides (TINTINO, 2018). Durante as últimas 
décadas, vários compostos derivados de planta juntos de seu princípio ativo 
foram analisados, apresentando atividade fitoquimica e antibacteriana 
significativa (SHARMA; GUPTA; PATHANIA, 2019).  

Dentre os compostos existentes nas plantas com potencial de estudo, pode-
se citar o valenceno(SOLER; DELLACASSA; MOYNA, 1986). Essa substância 
é um sesquiterpeno pode ser encontrado em vários óleos essenciais de diversas 
espécies, sendo responsável diversas atividades biológicas (ALCÂNTARA, 
2010). A bioatividade promissora do valenceno pode ser indicativo para a 
presença de atividade antibacteriana ae sinérgica com antibióticos para esse 
composto, estimulando a realização de estudos que esclareçam seus efeitos e 
sesu mecanismo de ação. 
 
2. Objetivo 

Pretende-se com o presente trabalho, avaliar a atividade antibacteriana e 

inibição de bombas de efluxo em Staphylococcus aureus pelo sesquiterpeno 

valenceno. 

3. Metodologia 
Serão utilizados os antibióticos norfloxacina (para bomba de efluxo NorA) e 

ciprofloxacina (para bomba de efluxo MepA), o inibidor padrão de bomba 

Carbonyl Cyanide m-ChloroPhenyl-hydrazone (CCCP), o valenceno e o brometo 

de etídio. Os antibióticos e o valenceno serão inicialmente diluídos em 1 mL de 
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dimetilsulfóxido (DMSO) e depois em 8.765 μL de água destilada estéril, 

atingindo a concentração de 1024 μg/mL. O brometo de etídio será diluído em 

água destilada estéril, e o CCCP diluído em água destilada estéril e metanol (1:1) 

até atingir concentração de 1024 μg/mL para ambas as substâncias. 

Serão utilizadas as cepas de S. aureus portadoras de bomba de efluxo 

demonstradas na Tabela 1. As cepas estão armazenadas no Laboratório de 

Microbiologia e Biologia Molecular – LMBM/URCA. Todas as cepas estão 

mantidas em ágar sangue para comprovar o tipo de cepa (Laboratorios Difco 

Ltda., Brazil), depois transferidas para o estoque.  Sendo mantidas em dois 

estoques: um em Heart Infusion Agar (HIA, Difco) a 4º C outro mantido em 

glicerol em freezer -80 ºC.  

Tabela 1. Cepas de S. aureus portadoras de bomba de efluxo utilizadas  

Linhagem  Proteína (Classe ou Antibiótico)  

1199B  

1199 (Selvagem)  

NorA (resistente à 

Norfloxacina)  

K2068  MepA (resistente à 

Ciprofloxacina)  

  

A partir das colônias bacterianas cultivadas e crescidas, após o período 
determinado, serão preparados os respectivos inóculos, colocando-se as 
bactérias em tubos de ensaio contendo 5 ml de solução salina estéril (0,9% 
NaCl). Os tubos contendo as suspensões terão a turbidez comparada à escala 
de McFarland, que corresponde a 1,5 x 108 bactérias por mL.  

Os ensaios para a determinação da CIM serão realizados em série 1:1 
através da técnica de microdiluição em caldo utilizando placas esterilizadas com 
96 poços (NCCLS, 2003). Será preparado o meio de distribuição em eppendorfs 
utilizando 100 μL dos respectivos inóculos e 900 μL do meio de cultura liquido 
BHI. O conteúdo do eppendorf será transferido para placa de microdiluição.  A 
próxima etapa será a realização da microdiluição das substâncias (valenceno e 
CCCP), com concentração de 1024 μg/mL, sendo 100 μL nesse meio até 
penúltima cavidade. Como a última cavidade trata-se do controle de crescimento, 
não será adicionada. As concentrações finais das amostras no meio de cultura 
irão variar entre 512 a 8 μg/mL. Os testes serão realizados em triplicata e as 
placas serão incubadas a 35 ± 2 ºC, durante 24h. Após esse período, as placas 
serão reveladas com corante resazurina. A coloração rosa indicará presença de 
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crescimento bacteriano e a coloração azul ausência de crescimento (SALVAT et 
al., 2001) 

Para a realização da avaliação de inibição de bombas de efluxo NorA e 

MepA foram utilizadas as soluções de valenceno e CCCP em concentração sub-

inibitória (CIM/8). Serão realizados os ensaios de forma semelhante ao descrito 

no parágrafo anterior, exceto que as substâncias em teste serão distribuídas por 

toda a placa e a microdiluição será realizada, com 100 µl do antibiótico específico 

e com o brometo de etídio. Ao final as concentrações irão variar entre 512 a 0,5 

µg/ml. A leitura será realizada como mencionando anteriormente(COUTINHO et 

al., 2008). A redução do CIM do brometo de etídio ou de antibiótico específico, 

em cepas portadoras de bomba de efluxo, é um indicativo de inibição de bomba 

de efluxo.  

A análise estatística dos resultados será realizada utilizando-se o 
programa estatístico GraphPad Prism 5.0. As médias geométricas serão 
analisadas por ANOVA de duas vias seguida por teste post-hoc de Bonferroni 
(onde p < 0,05 e p < 0,0001 serão consideradas significativos e p>0, não 05 
demonstrando significância). 

 
Resultados 

Em relação aos resultados como o projeto está em desenvolvimento, 

espera-se obter valores promissores e estatisticamente significantes em relação 

a substancia Valenceno frente as bombas de efluxo NorA e MepA presentes em 

S. aureus. 

 
Conclusão 

Portanto conclui-se que as atividades biológicas já comprovadas são um 

indicativo do efeito bioativo positivo do Valenceno na atividade antibacteriana. 
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