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Resumo:  Os fármacos antibacterianos vêm apresentando baixa eficácia no 

tratamento de doenças infecciosas bacterianas, mediante o uso indiscriminado 

desses fármacos, levando a seleção de bactérias resistentes. Mecanismos de 

resistências aos antibióticos são considerados um dos principais desafios no 

combate às bactérias, dentre esses mecanismos estão as bombas de efluxo. 

Nesse contexto, avaliou-se a Nootkatona na atividade antibacteriana e inibidora 

de bombas de efluxo NorA e MepA em cepas de Staphylococcus aureus 1199 e 

K2068. Foi aplicado o método de microdiluição em caldo, utilizando a substância 

na concentração sub-inibitória (CIM/8), os antibióticos específicos para as 

bombas de efluxo, inibidor padrão de bombas e o brometo de etídio todos na 

concentração de 1024 μg/mL. A Nootkatona demostrou atividade antibacteriana 

direta com CIM de 256 µg/mL e 203 µg/mL para as cepas de S. aureus 1199 e 

K2068, respectivamente. Frente a S. aureus 1199 a Nootkatona reduziu a CIM 

do EtBr em 60,2%. O sesquiterpeno também reduziu a CIM da ciprofloxacina e 

do EtBr em 92,1% e 87,5% respectivamente, frente S. aureus K2068. Diante 

disso, mais estudos são necessários para melhor elucidação da Nootkatona e 

mecanismos da ação antibacteriana e inibidora de bombas de efluxo. 

 

Palavras-chave: Bombas de efluxo. Nootkatona. Resistência bacteriana. 

Staphylococcus aureus.  

 
 

1. Introdução 

Mundialmente, os medicamentos antibióticos revolucionaram o tratamento 

de doenças infecciosas causadas por bactérias e reduziram a taxa de morbidade 

e mortalidade relacionados às infecções bacterianas. No entanto, a exposição e 
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o uso inadequado dos antibióticos permite às bactérias adquirirem resistências 

a esses fármacos, sendo considerado um problema crescente e contínuo 

(FREIRES; RODRIGUES JUNIOR, 2022; RODRIGUES et al., 2018). Por 

apresentar interesse médico, Staphylococcus aureus é um dos principais 

causadores de infecções hospitalares e expressam bombas de efluxo como um 

dos mecanismos de resistência aos antibióticos (OLIVEIRA-TINTINO, 2021). 

Bombas de efluxo é um sistema transmembranar bacteriano que tem como 

substratos os antibióticos, biocidas, detergentes, corantes e antissépticos. Nesse 

sentido, as bactérias expulsam esses substratos considerados nocivos a célula 

diminuindo o acúmulo intracelular e impedindo sua ação (ABDI et al., 2020).  

As plantas medicinais vêm sendo utilizadas há muito tempo para o 

tratamento de diversas doenças. Pesquisas com produtos naturais demostraram 

o potencial de moléculas de origem natural contra bactérias multirresistentes 

(SABIA et al., 2022; DIAS et al., 2022). A Nootkatona é um sesquiterpeno 

presente na toranja e além de apresentar propriedades aromatizantes em 

bebidas e alimentos, demostra atividade anti-inflamatória, anticancerígena e 

antimicrobiana comprovada (OLIVEIRA-TINTINO et al., 2023). 

 
2. Objetivo 

Pretende-se com este estudo avaliar a atividade antibacteriana e inibição de 

bombas de efluxo NorA e MepA de Staphylococcus aureus pelo sesquiterpeno 

Nootkatona. 

 
3. Metodologia 

Foram utilizados os antibióticos norfloxacina (contra a cepa S. aureus 1199) 

e ciprofloxacina (contra a cepa S. aureus K2068), o inibidor padrão Carbonyl 

Cyanide m-ChloroPhenyl-hydrazone (CCCP), a Nootkatona e o brometo de 

etídio (EtBr), todos obtidos da Sigma-Aldrich (Co., St. Louis, E.U.A.) Os 

antibióticos foram diluídos em dimetilsulfóxido (DMSO) e água destilada estéril, 

atingindo a concentração de 1024 μg/mL. O brometo de etídio foi diluído apenas 

em água destilada estéril atingindo a concentração de 1024 μg/mL. O CCCP foi 

diluído em uma solução de água destilada estéril e metanol (em proporção 1:1) 

atingindo a mesma concentração dos outros produtos. 

Foram utilizadas as cepas de S. aureus portadoras de bombas de efluxo 

demonstradas na Tabela 1. As cepas foram gentilmente cedidas pelo Prof. S. 

Gibbons (University of London) e foram armazenadas no Laboratório de 

Microbiologia e Biologia Molecular (LMBM/URCA). Todas as cepas foram 

mantidas em dois estoques: um em Heart Infusion Agar (HIA, Difco) a 4º C e 

outro mantido em glicerol em freezer -80 ºC. 

 

Tabela 1 - Cepas de S. aureus portadoras de bomba de efluxo utilizadas. 
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Linhagens Proteína (Antibiótico substrato) 

1199 NorA (Resistente a Norfloxacina) 

K2068 MepA (Resistente a Ciprofloxacina) 

  
A partir das colônias bacterianas cultivadas e crescidas, após o período 

determinado, foram preparados os respectivos inóculos, suspendendo as 

bactérias em solução salina estéril (0,9% NaCl). O inoculo foi preparado até obter 

turbidez correspondente à escala de 0,5 McFarland, que corresponde a 1,5 x 108 

UFC (Unidades Formadoras de Colônias). 

Para avaliação da atividade antibacteriana direta foi determinada a 

Concentração Inibitória Mínima (CIM) da Nootkatona, através da técnica de 

microdiluição em caldo, utilizando placas estéreis com 96 poços (NCCLS, 2003). 

Foi 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 foi transferido para placa de microdiluição. Posteriormente, foi 

realizada a microdiluição com a Nootkatona em concentração inicial de 1024 

μg/mL, com microdiluição até penúltima cavidade. A última cavidade foi 

destinada ao controle de crescimento. As concentrações finais da Nootkatona 

variaram entre 512 a 8 μg/mL. Os testes foram realizados em triplicata e as 

placas foram incubadas na estufa a 35 ± 2 ºC, durante 24 horas. Após esse 

período, as placas foram reveladas com adição de corante resazurina. Poço com 

coloração azul após adição de resazurina indicou não crescimento, enquanto 

coloração vermelha indicou crescimento bacteriano (SALVAT et al, 2001). 

Para os testes de avaliação da inibição de bombas de efluxo, Nootkatona 

concentração sub-inibitória (CIM/8) foi associada aos antibióticos norfloxacina e 

ciprofloxacina ao EtBr. O CCCP atuou como controle positivo. Para o ensaio e 

leitura foi utilizada mesma técnica descrita anteriormente com a microdiluição 

seriada com antibióticos ou EtBr, com concentração finais variando de 512 a 0,5 

µg/mL ao longo da placa. Os testes foram realizados em triplicata e as placas 

foram incubadas em estufa por 24h a 35 ± 2 ºC (COUTINHO et al., 2008). A 

redução da CIM do brometo de etídio ou de antibiótico específico, em cepas 

portadoras de bomba de efluxo, demostrou indicativo de inibição de bomba de 

efluxo pela Nootkatona. 

A análise estatística dos resultados foi realiza com o programa estatístico 

GraphPad Prism 5.0. As médias geométricas foram analisadas por ANOVA de 

duas vias seguida por teste post-hoc de Bonferroni, sendo considerados 

significativos valores p < 0,05. 

4. Resultados  
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A Nootkatona apresentou atividade antibacteriana direta clinicamente 

relevante apresentando uma CIM de 256 µg/mL e 203 µg/mL para as cepas de 

S. aureus 1199 e K2068, respectivamente (Tabela 2).  

 
Tabela 2. Concentração inibitória mínima da Nootkatona frente S. aureus 1199 

e K2068. 

 S. aureus 1199 S. aureus K2068 

Nootkatona 256 µg/ml 203 µg/ml 

 
Na avaliação da inibição de bombas de efluxo, frente a cepa S. aureus 1199, 

a Nootkatona associada com a norfloxacina não demostrou redução significativa 

da CIM. Porém a Nootkatona causou redução da CIM do EtBr em 60,2% quando 

associado a este. Esses resultados indicam que houve inibição da bomba de 

efluxo NorA pela Nootkatona devido a redução da CIM da norfloxacina e EtBr, 

visto que ambos são substratos de NorA (LEAL et al., 2021). 

Frente a S. aureus K2068 a Nootkatona associado tanto com a ciprofloxacina 

como o inibidor CCCP reduziu a CIM em 92,1%. Quando associado ao EtBr 

reduziu a CIM deste para 87,5%. Em ambas as cepas houve redução 

significativa da CIM dos antibióticos e do EtBr na associação com CCCP 

indicando reprodutibilidade do experimento e indicando que as cepas 

expressaram bombas de efluxo. Esses resultados indicam que houve inibição da 

bomba de efluxo MepA devido a redução da CIM da ciprofloxacina e EtBr, visto 

que ambos são substratos dessa proteína de efluxo (MARTIN et al., 2023). 

 
5. Conclusão  

Os estudos demostraram que, a Nootkatona apresenta ação antibacteriana 

direta e possivelmente age inibindo as bombas de efluxo NorA e MepA 

expressas pelas respectivas cepas S. aureus 1199 e K2068. Diante os 

resultados, mais estudos são necessários para melhor clareza do possível 

potencial da Nootkatona na ação antibacteriana. 
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