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RESUMO 

 

A bactéria Staphylococcus aureus é um micro-organismo que é comumente citado 

comosendo um importante patógeno de infecções hospitalares. Os mecanismos de resistências 

presentes em S. aureus são vários, dentre estes estão aqueles reduzem as concentrações de 

antibiótico dentro da bactéria, como as bombas de efluxos. Diversos compostos naturais sejam 

extratos, óleos ou compostos isolados, já se mostraram capazes de inibir o efluxo bacteriano. O 

ácido tânico um dos compostos utilizados no presente estudo é um composto natural de plantas, 

que apresenta diversas atividades biológicas comprovadas. As vitaminas lipossolúveis são 

substâncias naturais, também conhecidos por apresentar diversas atividades biológicas e efeitos 

benéficos para a saúde humana. Tendo vista o potencial biológico desses compostos, o presente 

trabalho teve como objetivo estudar o efeito inibidor sobre o funcionamento de bomba de efluxo 

dessas substâncias naturais em cepas de Staphylococcus aureus multirresistentes. As cepas 

utilizadas de S. aureus usadas foram: RN4220 portadora do plasmidio pUL5054 que apresenta 

o gene responsável por codificar a proteína de efluxo MsrA que age sobre macrolidios; IS-58 

dotada do plasmídeo PT181 portador do gene da proteína de efluxo de tetraciclinas TetK; 

1199B cepa resistente a fluroquinolonas hidrofílicas via proteína de efluxo NorA e a cepa 

selvagem 1199 referente a mesma. Foi realizado o ensaio de concentração inibitória mínima de 

todas as substâncias de origem natural sintéticas, utilizando o método de microdiluição em 

caldo. Para verificar o efeito de redução do CIM do brometo de etídeo e do antibiótico, foi 

utilizado inóculos obtidos de placas incubadas em estufa bacteriológica por 24h a 37ºC com o 

repique do estoque. Após esse período foi utilizado inóculos em solução salina de acordo com 

Mcfarland 0,5 que corresponde a 105UFC. Os resultados dos testes foram feitos em triplicatas 

e como média geométrica. Na análise estatística foi utilizada ANOVA de uma via, seguida do 

pos teste hoc Tukey usando GraphPad Prism 5.0. Com relação à atividade inibitória mínima o 

ácido tânico, o mesmo não apresentou resultado clinicamente relevante com valor ≥1024 

µg/mL. Entretanto, de acordo com os resultados do presente estudo, o ácido tânico foi capaz de 

reduzir diferentes sistemas de efluxo, igual ou melhor que inibidores conhecidos de bomba de 

efluxo. Resultado observado pela ação tanto sobre o brometo de etídeo como sobre os 

antibióticos. Entre as vitaminas lipossolúveis analisadas, a menadiona além de mostrar 

atividade clinicamente relevante frente às cepas testadas, esta também apresentou capacidade 

de reduzir o efuxo com mais eficiência que as demais vitaminas, sendo principalmente frente 

às cepas RN4220 e 1199B. Acredita-se que o composto ácido tânico, possa ter seu efeito sobre 
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as bombas de efluxo através da ligação em sítios de interação dessa proteína, caracterizando 

uma ação direta ou também pode ter atuado indiretamente pela retenção de ferro necessário 

para atividade da bomba efluxo. Com relação a vitaminas K, é possível que a inibição do efluxo 

observado com essa vitamina lipossolúvel, seja responsável pela desestabilização de 

membrana, e como consequência desse efeito alterar a funcionalidade da bomba de efluxo, já 

que a mesma é uma proteína de membrana.  

 

Palavras-chave: Bomba de efluxo. Expressão gênica. Vitaminas lipossolúveis. Produtos 

naturais. Resistência bacteriana. 
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ABSTRACT 

 

The bacterium Staphylococcus aureus is a microorganism that is commonly cited as an 

important pathogen of hospital infections. The mechanisms of resistance present in S. aureus 

are several, among these are those that reduce the concentrations of antibiotic within the 

bacterium, such as efflux pumps. Several natural compounds are extracts, oils or compounds 

isolated, have already been shown to inhibit bacterial efflux. Tannic acid one of the compounds 

used in the present study is a natural plant compound, which has several proven biological 

activities. The fat-soluble vitamins are natural substances, also known to present various 

biological activities and beneficial effects to human health. Considering the biological potential 

of these compounds, the present work had as objective to study the inhibitory effect on the 

efflux pump functioning of these natural substances in strains of multiresistant Staphylococcus 

aureus. The used strains of S. aureus used were: RN4220 carrying the plasmid pUL5054 which 

shows the gene responsible for encoding the MsrA efflux protein acting on macrolides; IS-58 

endowed with plasmid PT181 carrying the TetK tetracycline efflux protein gene; 1199B strain 

resistant to hydrophilic fluroquinolones via NorA efflux protein and the wild-type strain 1199 

referring thereto. The minimum inhibitory concentration test of all naturally occurring synthetic 

substances was carried out using the broth microdilution method. To verify the effect of 

reducing the MIC of the ethidium bromide and the antibiotic, inoculums obtained from plates 

incubated in a bacteriological oven for 24 hours at 37ºC with the stock peaking were used. After 

this period inoculums were used in saline solution according to Mcfarland 0.5 corresponding 

to 105UFC. The results of the tests were done in triplicates and as geometric mean. In the 

statistical analysis, one-way ANOVA was used, followed by the Tukey hoc post test using 

GraphPad Prism 5.0. Regarding the minimum inhibitory activity, tannic acid did not present a 

clinically relevant result with a value ≥1024 μg / mL. However, according to the results of the 

present study, tannic acid was able to reduce different efflux systems, equal to or better than 

known efflux pump inhibitors. Result observed by the action on both the ethidium bromide and 

on the antibiotics. Among the lipid-soluble vitamins analyzed, menadione, in addition to 

showing clinically relevant activity against the strains tested, was also able to reduce the efuxo 

more efficiently than the other vitamins, being mainly against the strains RN4220 and 1199B. 

It is believed that the tannic acid compound may have its effect on the efflux pumps by binding 

at sites of interaction of that protein, characterizing a direct action or may also have acted 

indirectly by the retention of iron required for pump efflux activity. With respect to vitamins 
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K, it is possible that the inhibition of efflux observed with this lipid soluble vitamin is 

responsible for membrane destabilization and as a consequence of this effect it will alter the 

functionality of the efflux pump, since it is a membrane protein.  

 

Keywords: Efflux pump. Gene expression. Fat soluble vitamins. Natural products. Bacterial 

resistan. 
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1 INTRODUÇÃO 

 

A bactéria Staphylococcus aureus é um micro-organismo comensal que é comumente 

citado como um importante patógeno de infecções hospitalares. Como hospedeiro natural 

humano, é encontrada nas fossas nasais ou na pele de neonatos, crianças e adultos. A partir 

desses sítios, esta bactéria pode alcançar as outras regiões da pele e das mucosas. Entretanto, 

caso as barreiras naturais estejam comprometidas por trauma ou cirurgia, o S. aureus pode se 

alojar no tecido e provocar uma lesão local, caracterizando o processo infeccioso (ROBERT & 

CHAMBERS, 2005; VELÁZQUEZ-MEZA et al., 2005).  

O S. aureus é frequentemente isolado de feridas cirúrgicas infectadas, que podem 

representar focos para desenvolvimento de infecções sistêmicas. Esta bactéria também traz 

riscos para pacientes que fazem diálise, queimados, diabéticos e HIV-positivos, podendo causar 

diversos processos infecciosos, que variam desde infecções cutâneas crônicas (relativamente 

benignas) até infecções sistêmicas (potencialmente fatais). As infecções cutâneas incluem 

foliculite simples e impetigo, assim como furúnculos e carbúnculos, que afetam o tecido 

subcutâneo e produzem também efeitos sistêmicos (BALABAN et al., 1998; CAVALCANTI 

et al., 2005). 

Com relação à resistência, S. aureus tem a habilidade de adquirir resistência a 

praticamente todos os antibióticos, tornando-o um motivo de preocupação na saúde pública 

(GIBBONS, 2004). A resistência do S. aureus aos antibióticos tem sido desenvolvida por 

mutações em seus genes ou pela aquisição de genes de resistência de outras bactérias da mesma 

espécie (ou até de outras espécies). Geralmente a resistência bacteriana ocorre por mutação, 

que resulta em uma alteração no sítio de ação do antibiótico. Também não se pode deixar de 

mencionar que a resistência pode ocorrer por aquisição de genes frequentemente envolvidos na 

expressão de proteínas que levam à inativação ou à destruição da droga, sendo estes 

transmitidos por plasmídeos e elementos movéis de transposição (BERNARD et al., 2004; 

LIMA et al., 2005).  

É importante mencionar que S. aureus apresenta a capacidade de liberar sinais químicos 

no meio em que se encontra; estes sinais são reconhecidos por outras células bacterianas, 

resultando em um fenômeno denominado de quorum sensing (KHAN et al., 2015). Este 

mecanismo é caracterizado pela transferência de informações intra- ou interespecíficas, fazendo 

com que as bactérias sincronizem seu comportamento e sobrevivam em condições adversas. 
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Em S. aureus o quorum sensing auxilia na manutenção de biofilmes, apresentando influência 

direta na resistência bacteriana (YARWOOD et al., 2004). 

Os mecanismos de resistências presentes em S. aureus são vários, incluindo: redução 

das concentrações de antibióticos dentro da bactéria, sendo que isso ocorre tanto pela fraca 

penetração como também pelo efluxo promovido por proteínas transmembrana, evitando sua 

chegada ao alvo; modificação no alvo do antibiótico por mutação genética ou modificação pós-

transducional do alvo; e proteção do alvo do antibiótico por inativação do antibiótico por 

hidrólise ou modificações que o tornam não funcional (BLAIR et al., 2015).  

Os mecanismos de efluxo atuam sobre diversas drogas utilizadas no tratamento contra 

S. aureus. O mecanismo de efluxo é mediado por proteínas transmembrana, que apresentam 

componentes voltados para os ambientes intra- e extracelular, sendo essas proteínas chamadas 

de bombas de efluxo (PIDDOCK et al., 2006). As bombas de efluxos atuam retirando 

substâncias nocivas do interior da bactéria (e.g. metais pesados, antibióticos, etc.). Algumas 

bombas de efluxo são específicas para determinados antibióticos ou classe de antibióticos. As 

bombas de efluxo apresentam dois sistemas de transporte, sistema de co-transporte e o sistema 

ATPase (BHARDWAJ & MOHANTY, 2012). O sistema de co-transporte do tipo anti-porte é 

mediado por íons como sódio ou hidrogênio, que devem ser transportados para o interior da 

bactéria, em troca da retirada de antibióticos do ambiente intracelular. Já o sistema ATPase é 

dependente da hidrólise de ATP, que promove a quebra de ATP e utiliza a energia para 

promover a retirada do antibiótico (POOLE, 2007). 

 As bombas de efluxo fornecem meios para a colonização, invasão e sobrevivência das 

bactérias em ambientes hostis, sendo também um importante meio de resistência bacteriana em 

biofilmes. Além disso, as bombas de efluxo podem ter efeito patogênico para o hospedeiro 

humano (PIDDOCK et al., 2006; BINA et al., 2009). As bombas de efluxo são agrupadas em 

cinco famílias, que se caracterizam pelas subunidades presentes em sua estrutura. Algumas 

famílias são divididas em subfamílias, a saber: Superfamília grande facilitadora (Major 

facilitator superfamily - MFS); Superfamília ligada à ATP cassete (ATP-binding cassette 

[ABC] superfamily); Pequena família de resistência a múltiplos medicamentos (Small 

multidrug resistance [SMR] family); Superfamília de divisão celular de nodulação de 

resistência, (Resistance-nodulation-cell division [RND] superfamily); Superfamília de 

extrusão de multidrogas e de compostos tóxicos (Multidrug and toxic compound extrusion 

[MATE] family) (PIDDOCK et al., 2006). 
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Os genes de bombas de efluxo podem estar presentes tanto integrados ao genótipo 

bacteriano, quanto em plasmídeos ou em elementos de transposição. Quando presente no 

plasmídeo, o gene pode ser perdido, caso o micro-organismo esteja em um ambiente que não 

necessite da ação da bomba de efluxo para sua sobrevivência. Além disso, a presença dos genes 

de bomba de efluxo em plasmídeos fornece um meio transferível de resistência, entre a mesma 

espécie ou entre espécies diferentes (BUTAYE; CLOECKAERT; SCHWARZ, 2003). Alguns 

genes de bombas de efluxo requerem indução ou mutações nos genes reguladores para a sua 

expressão, enquanto outros são expressos constitutivamente (FYFE; SUTCLIFFE; 

GROSSMAN, 2013; BUTAYE; CLOECKAERT; SCHWARZ, 2003). A expressão 

constitutiva leva a um efluxo basal que contribui para a resistência intrínseca. Apesar dessa 

última conferir baixo nível de resistência, quando somados aos outros mecanismos, a mesma 

contribui para multirresistência bacteriana. Acredita-se também que bombas de efluxo com 

expressão constitutiva e não constitutiva podem estar presentes no mesmo micro-organismo, 

tendo efeito aditivo para a resistência (LOMOVSKAYA et al., 2001). 

Para controlar a resistência bacteriana por meio de bombas de efluxo se tem adotado a 

associação de antibióticos com substâncias capazes de inibir estas bombas. Existem diversas 

substâncias de origem natural e sintética que já foram identificadas como inibidores de bombas 

de efluxo. Substâncias de origem natural com essa propriedade geralmente são oriundas do 

metabolismo secundário das plantas, tais como terpenos, flavonoides, taninos e alcaloides. 

Entretanto, a eficiência do uso dessas substâncias, como inibidoras de bomba de efluxo, se 

torma limitada principalmente devido à toxicidade (STAVRI; PIDDOCK; GIBBONS, 2007; 

PRASCH & BUCAR, 2015). 

Existem alguns quesitos que são considerados ao se produzir um inibidor de bomba de 

efluxo: devem ser livres de atividade em células eucarióticas; a síntese de inibidores a partir de 

produtos naturais não deve levar muito tempo; devem ser proteoliticamente estáveis; devem 

melhorar o índice terapêutico do antibiótico; devem ser desprovidos de atividade antibacteriana 

e não devem ser tóxicos para seres humano, para que não exista a possibilidade de ocorrer 

resistência sobre a mesma (BAMBEKE; PAGES; LEE, 2006). 

Os diversos meios pelos quais as substâncias podem agir para inibir bombas de efluxo 

são: como desacopladores de energia; inibição da ligação direta com a bomba de efluxo 

(peptidomiméticos, quinolonas); indução de modificações químicas nos substratos de bombas 

efluxo; quelantes de ferro e análogos de antibióticos. Algumas hipóteses apontam ainda que 

algumas substâncias podem inibir a expressão gênica da bomba de efluxo, através da interação 
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com as vias necessárias para a sua síntese (PAGES & AMARAL, 2009). Partindo desse 

pressuposto, no transcorrer desse estudo foi verificado o efeito que substâncias sintéticas de 

origem natural, com características químicas diferentes, teve sobre as diferentes bombas de 

efluxo em Staphylococcus aureus, tal análise foi feita por meio da análise in vitro. 

 Portanto o objetivo deste estudo foi a valiar o efeito de substâncias sintéticas de origem 

natural sobre bombas de efluxo bacterianas com características específicas. Além de determinar 

a atividade antibacterina, do ácido tânico e das vitaminas lipossolúveis (D, E, K) e compostos 

esteroidais (Ergosterol e Colesterol), sobre cepas Staphylococcus aureus portadoras de 

diferentes bombas de efluxo; Assim como: Avaliar o efeito de inibição bombas de efluxo do 

ácido tânico por redução do efluxo de antibióticos e de brometo de etídeo, através do método 

de redução da concentração inibitória mínima; Verificar o efeito das vitaminas lipossolúveis 

(D, E, K) e substâncias esteroidais (Ergosterol e Colesterol) sobre a redução de efluxo de 

antibióticos e de brometo de etídeo, através do método redução da concentração inibitória 

mínima e Comparar o efeito de inibição da bomba de efluxo por ácido tânico, vitaminas 

lipossolúveis (D, E, K) e substâncias esteroidais (Ergosterol e Colesterol), com inibidores 

padrões de bomba de efluxo. 
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2 REFERENCIAL TEÓRICO 

 

2.1 BACTÉRIAS 

 

As bactérias são micro-organismos com células procarióticas, que são consideradas 

células relativamente simples, quando comparadas com as eucarióticas, e apresentam grande 

diversidade de espécies. Possuem morfologia diversificada apresentado as seguintes 

características: esférica ou ovalada, bastonetes curtos, e curvada com tamanhos que variam, em 

média, de 1μm a 2μm por 1μm a 4μm (SARTORI, 2010; CAMARGO, 2010). É importante 

também ressaltar que existem diversas espécies bacterianas que se caracterizam por apresentar 

variação de morfologia, composição química da parede celular, necessidades nutricionais, 

atividades bioquímicas e fonte de energia utilizada (TORTORA; CASE; FUNKE, 2016). 

As bactérias apresentam em suas células estruturas consideradas essenciais para as 

mesmas, presentes em todas as espécies, tais como ribossomos do tipo 70S. Entretanto, existem 

estruturas celulares que são encontradas apenas em determinadas espécies, tais como grânulos 

de fósforo (RAMACHANDRAN et al., 2014). Uma estrutura essencial é a membrana 

citoplasmática, situada próxima à parede celular, que serve como barreira seletiva para muitas 

substâncias. É composta principalmente por fosfolipídios, proteínas (porina), 

gliceroglicolipídeos e outros tipos de lipídios. Suas principais funções são: barreira de 

permeabilidade seletiva; produção de energia por transporte de elétrons; fosforilação oxidativa; 

auxiliar na duplicação do DNA; auxiliar na biossíntese de componentes; e secreção de enzimas. 

(STRAHL & ERRINGTON, 2017; WESTFALL & LEVIN, 2017; WHITFIELD & TRENT, 

2014). 

As células bacterianas são envolvidas por uma parede celular, com estrutura complexa 

e semi-rígida, sendo responsável pela definição da forma da célula bacteriana. A parede celular 

é composta por um complexo de carboidratos e proteínas chamado de peptideoglicano. A 

presença dessas moléculas na parede celular confere a manutenção da forma bacteriana e evita 

a ruptura da célula, além de desempenhar importante papel no processo de divisão celular. 

Clinicamente, a parede celular é importante, tendo em vista que contribui para a patogenicidade 

em algumas espécies bacteriana, além de também ser o local de ação de alguns antibióticos 

(WHITFIELD & TRENT, 2014; TORTORA; CASE; FUNKE, 2016) 

A parede celular das bactérias serve como critério de classificação, dividindo-as em dois 

grandes grupos: Gram-positivas e Gram-negativas. Esta classificação tem como base a 
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composição química e organização da estrutura da parede. Em bactérias Gram-positivas, a 

parede celular é composta por muitas camadas de peptideoglicana, que impedem a passagem 

de compostos hidrofóbicos devido à presença de açúcares e aminoácidos, formando uma 

estrutura espessa e rígida. Possui ainda na sua constituição ácidos teicóicos, que consistem 

principalmente em um álcool (glicerol ou ribitol) e fosfato (RAMACHANDRAN et al., 2014; 

TORTORA; CASE; FUNKE, 2016). 

Com relação às bactérias Gram-negativas, a composição e estrutura da parede celular 

consistem de uma ou poucas camadas de peptideoglicana, uma membrana externa e um espaço 

chamado perisplasma. Devido a quantidade reduzida de peptideoglicana, as bactérias Gram-

negativas são mais susceptíveis ao rompimento mecânico. A membrana externa dessas 

bactérias é formada por lipopolissacarídeos, lipoproteínas e fosfolipídios que desempenham 

várias funções especializadas, atuando como barreira para certos antibióticos (penicilina), 

enzimas digestivas (lisozima), detergentes, metais pesados, sais biliares e certos corantes 

(COSTA et al., 2015; TORTORA; CASE; FUNKE, 2016). A membrana externa das bactérias 

desenvolveu canais especiais, chamados de porinas, que permitem a difusão passiva de 

compostos hidrofílicos como açúcares, aminoácidos e certos íons (COSTA et al., 2015; 

TORTORA; CASE; FUNKE, 2016). 

 

Figura 1 – Diferenças morfológicas das bactérias: a) Gram-negativas e b) Gram-positiva. 

 
Disponível em: <http://essaseoutras.xpg.uol.com.br/bacterias-gram-positiva-e-negativa-resumo-esquema-

organelas-funcoes/>.  

Acesso em: 07 de julho de 2016. 

http://essaseoutras.xpg.uol.com.br/bacterias-gram-positiva-e-negativa-resumo-esquema-organelas-funcoes/
http://essaseoutras.xpg.uol.com.br/bacterias-gram-positiva-e-negativa-resumo-esquema-organelas-funcoes/
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2.2 STAPHYLOCOCCUS AUREUS  

 

O gênero Staphylococcus pertence à família Micrococcae, juntamente como os gêneros 

Planococcus, Micrococcus e Stomatococcus. O gênero Staphylococcus possui 33 espécies, 

sendo que 17 delas podem ser isoladas de amostras biológicas humanas. Os membros deste 

gênero comumente fazem parte da microbiota da pele humana normal e de outros locais 

anatômicos. Neste gênero, destaca-se pela importância a espécie Staphylococcus aureus, 

encontrada principalmente em ambiente nosocomial, estando frequentemente relacionada com 

diversas infecções em seres humanos. O S. aureus foi descrito pela primeira vez em 1880, em 

pus de abscessos cirúrgicos, pelo cirurgião escocês Alexandre Ogston, sendo atualmente um 

dos micro-organismos mais comuns nas infecções piogênicas em todo o mundo 

(CASSETTARI; STRABELLI; MEDEIROS, 2005; KONEMAN et al., 2001). 

A bactéria Staphylococcus aureus tem forma esférica e é pertencente ao grupo dos cocos 

Gram-positivos, sendo frequentemente encontrada na pele e nas fossas nasais de pessoas 

saudáveis. A dimensão dos seus cocos varia de 0,5 a 1,5 μm de diâmetro, são imóveis, não-

esporulados e geralmente não-encapsulados. Essa bactéria pode se apresentar em várias formas, 

que vão desde isolados, aos pares, em cadeias curtas, ou agregados irregularmente (com aspecto 

semelhante a um cacho de uvas), devido a sua replicação celular, que ocorre em três planos 

perpendiculares (CASSETTARI; STRABELLI; MEDEIROS, 2005; KONEMAN et al., 2001; 

TRABULSI & ALTHERTHUM, 2001). 

Em relação ao seu aspecto de crescimento, as cepas crescem em meios como o caldo ou 

agar simples, pH = 7, à temperatura ótima de 37°C. As colônias formadas em placa, após 18-

24 horas de incubação, apresentam-se arredondadas, lisas e brilhantes. A coloração dessas 

colônias varia desde o acinzentado até o amarelo-ouro, em que a pigmentação aumenta com o 

tempo de incubação prolongado, não chegando a ser formada nos casos de crescimento em 

condições anaeróbicas, ou na cultura em caldo. Em placas contendo o meio de agar sangue, 

observa-se a formação de um halo em torno das colônias existentes. Outro meio importante 

para a identificação do S. aureus é o Agar manitol-sal, seletivo para a espécie, que consegue 

fermentar o manitol, produzindo acido lático (CASSETTARI; STRABELLI; MEDEIROS, 

2005; KONEMAN et al., 2001; TRABULSI & ALTHERTHUM, 2001). 

As doenças provocadas pelo S. aureus podem ser decorrentes da invasão direta dos 

tecidos, de bacteremia primária ou decorrentes das toxinas por ele produzidas (BRAUNWALD 

et al., 2002; SANTOS et al., 2007). Essas infecções podem se localizar em um ou em múltiplos 
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sítios, e, de acordo com a localização e outras características, recebem diferentes designações, 

tais como: foliculíte (infecção do folículo piloso); sico (bichodo-pé); carbúnculo; antraz; 

furúnculos localizados na região cervical posterior; hordeolo (tercol); hidradenite (inflamação 

das glândulas sudoríparas); e impetigo. Além das piogênicas, o S. aureus pode causar outras 

infecções mesmo durante um processo infeccioso ou não (BRAUNWALD et al., 2002; 

SANTOS et al., 2007). Esses diferentes mecanismos e patologias fazem com que o S. aureus 

possua varias características que, por vezes, não são encontradas em todas as cepas desse Gram-

positivo, surgindo, entretanto, à medida que nele são identificadas novas e diferentes 

propriedades patogênicas (LUTZ et al., 2003; SANTOS et al., 2007). 

Durante a invasão do organismo, o S. aureus adere-se primeiramente à pele ou a mucosa 

e em seguida, rompe as barreiras do epitélio, comprometendo estruturas de ligações 

intercelulares, como desmossomos e demais junções de aderência (IWATSUKI et al., 2006). 

Após a invasão do epitélio, o S. aureus utiliza diversas estratégias para permitir a sua 

sobrevivência e proliferação no organismo hospedeiro. Essas estratégias estão relacionadas com 

a opsonizacão do complemento, a neutralização sua fagocitose e a inibição das respostas imunes 

humorais e celular (SANTOS et al., 2007).   

A capacidade de colonização e a patogenicidade do S. aureus são, portanto, uma 

consequência de seus fatores de virulência, os quais têm papel relevante na adesão celular, na 

captação de nutrientes e na sua evasão da resposta imunológica do hospedeiro. Esses fatores de 

virulência podem ser classificados, basicamente, em três categorias: a) fatores relacionados com 

a aderência as células do hospedeiro ou a matriz extracelular, como a produção de moléculas 

de fibrinogênio, fibronectina, colágeno ou da enzima coagulase; b) fatores relacionados com a 

evasão da defesa do hospedeiro, como diversas enterotoxinas estafilocócicas (SEs A-E, G-J, K, 

L, M, O e P), a toxina da síndrome do choque tóxico, a proteína A, lípases e polissacarídeos 

capsulares; e c) fatores relacionados com a invasão na célula do hospedeiro e a penetração nos 

tecidos ou adesão de superfícies de cateteres e proteases, os quais incluem as proteínas (toxinas) 

α, β, δ, γ e δ – hemolisinas (VELÁZQUEZ-MEZA et al., 2005). 

O S. aureus contém ainda, na estrutura de sua parede celular, polissacarídeos e proteínas 

antigênicas, bem como outras moléculas importantes, que podem induzir uma resposta 

imunológica no hospedeiro. Entre essas moléculas podemos citar o acido tecoíco, o 

glicanopeptídio, a proteína A, além da presença de cápsula e de adesinas (LUTZ et al., 2003; 

OLIVEIRA et al., 2001). Além desses, acredita-se que as bombas de efluxos também são 
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responsáveis por efeitos patogênicos ocasionados por S. aureus (BHARDWAJ & MOHANTY, 

2012). 

 

Figura 2 – Imagem de microscopia e em meio cultura agar sangue de Staphylococcus aureus. 

 
Disponível em: <http://www.samaritanid.com/staphylococcus_aureus.html>.  

Acesso em: 17 de agosto de 2016. 

 

2.3 RESISTÊNCIA BACTERIANA 

 

Os antibióticos têm apoiado a medicina moderna de tal maneira, que seu uso tem 

reduzido à mortalidade infantil e aumentado à expectativa de vida, sendo crucial para as 

cirurgias invasivas e tratamentos de infecções bacterianas. No entanto, o número de infecções 

causadas por bactérias multirresistentes a antibióticos tem aumentado mundialmente, 

resultando em um grande espectro de infecções intratáveis. Um estudo recente do World 

Economic Forum Global Risks mostra a resistência aos antibióticos como uma das maiores 

ameaças para a saúde humana (WALKER & FOWLER, 2011; WEF, 2014).  

Estima-se que na Europa 25.000 pessoas morrem a cada ano como resultado de 

infecções de bactérias multirresistentes, resultando em um custo anual aproximado de 1,5 

bilhões de euros. Nos Estados Unidos mais de 2 milhões de pessoas são infectadas por bactérias 

resistentes a antibióticos, com 23.000 mortes como resultado direto. No Brasil, dados 

epidemiológicos sobre casos de infecções por bactérias resistentes são mal documentados, não 

se tendo a certeza do número certo de casos e mortes consequentes, embora se acredite que 

sejam milhares de mortes por ano. Além do aumento da resistência aos agentes existentes, 

http://www.samaritanid.com/staphylococcus_aureus.html
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observa-se uma falta de novos antibióticos em desenvolvimento (WHO, 2014; HAMPTON et 

al., 2013).  

As bactérias podem ser intrinsecamente resistentes a certos antibióticos, mas também 

podem adquirir resistência a outros antibióticos através de mutações em genes cromossômicos 

e da transferência horizontal de genes. A resistência intrínseca de uma espécie bacteriana é 

definida como sendo a capacidade de resistir à ação deste antibiótico, como resultado inerente 

das características estruturais ou funcionais do antibiótico. O exemplo mais simples de 

resistência intrínseca em uma espécie individual tem como resultado a ausência de um alvo 

susceptível de um antibiótico específico (BLAIR et al., 2015). 

Estudos recentes levaram à identificação de muitos genes que são responsáveis pela 

resistência intrínseca às diferentes classes de antibióticos, incluindo β-lactâmicos, 

fluoroquinolonas e aminoglicosídeos. Esta identificação só foi possível pela utilização de 

técnicas como high-throughput screening of high-density genome já aplicada em bactérias 

como Staphylococcus aureus, Escherichia coli e Pseudomonas aeruginosa (BLAKE & 

O’NEILL, 2013; LIU et al., 2010).   

Compreender a base da genética da resistência bacteriana e, consequentemente, o 

espectro de atividade de um antibiótico, pode orientar o desenvolvimento de novas 

combinações de agentes antibacterianos, assim como também pode melhorar ou expandir a 

atividade de agentes contra espécies-alvo. Vários estudos têm identificado efeito sinérgico in 

vitro entre as combinações não convencionais de antibióticos que podem ser utilizados para o 

tratamento de agentes patogênicos particularmente problemáticos, tais como Acinetobacter 

baumannii e Neisseria gonorrhoeae (BARBEE et al., 2014; PRINCIPE et al., 2013). Combinar 

informações de estudos de sinergia com screens genéticos buscando identificar interações entre 

vias bioquímicas podem estender o arsenal de antibióticos disponíveis e permitir a utilização 

das drogas existentes contra espécies antes resistentes aos mesmos (BLAIR et al., 2015).  

As bactérias podem adquirir ou desenvolver resistência aos antibióticos através de 

vários mecanismos, que se dividem em três principais grupos: em primeiro lugar, aqueles que 

minimizam as concentrações intracelulares do antibiótico como um resultado de uma fraca 

penetração na bactéria ou de efluxo de antibiótico; segundo, aqueles que modificam alvo do 

antibiótico por mutação genética ou modificação pós-translacional do alvo; em terceiro lugar, 

aqueles que protegem o alvo da ação do antibiótico através da inativação do antibiótico ocorrida 

por hidrólise realizada por enzimas (BLAIR et al., 2015).  
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2.3.1 Redução de permeabilidade e efluxo 

 

Comparado com as espécies Gram-positivas, as bactérias Gram-negativas são 

intrinsecamente menos permeáveis a muitos antibióticos (KOJIMA & NIKAIDO, 2013; 

VARGIU & NIKAIDO, 2013). É conhecido que, para exercer sua ação, os antibióticos 

hidrofílicos atravessam a membrana externa por difusão, através das proteínas da membrana 

externa chamadas de porinas. Um mecanismo de resistência que envolve a redução da 

permeabilidade a antibióticos consiste na diminuição de porinas expressas ou substituição das 

existentes por porinas mais seletivas. Este mecanismo é bem estabelecido para a resistência aos 

antibióticos em cepas bacterianas Gram-negativas (WOZNIAK & WALDOR, 2010). 

As bombas de efluxo são proteínas de membrana ativamente responsáveis pelo 

transporte de muitos antibióticos para fora da célula. Portanto, contribuem efetivamente para a 

resistência intrínseca de bactérias Gram-negativas e Gram-positivas a muitos medicamentos 

que são utilizados para tratar infecções bacterianas. Contudo, as bombas de efluxo quando 

expressas podem conferir elevados níveis de resistência a antibióticos, anteriormente úteis na 

clinica. Algumas bombas de efluxo têm especificidade restrita para o substrato (por exemplo, a 

bomba Tetk às tetraciclinas), mas muitas transportam uma grande variedade de substratos 

diferentes, sendo conhecidas como bombas de efluxo de resistência a múltiplas drogas (multiple 

drug resistance - MDR) (BLAIR et al., 2015). 

As bactérias possuem vários genes que codificam bombas de efluxo de MDR em seus 

cromossomos; estes genes podem estar presentes exclusivamente em plasmídeos, os quais 

podem ser transferidos entre as bactérias da mesma espécie ou entre espécies diferentes. A 

expressão das bombas de efluxo é controlada por fatores ambientais. De fato, o aumento da 

expressão de bombas de efluxo pode ocorrer como resultado da indução em resposta a sinais 

ambientais como a presença de antibióticos e em condições em que é necessária à sua função 

(DOLEJSKA et al., 2013). 

 

2.3.2 Alterações por mutação nos alvos dos antibióticos  

 

A maioria dos antibióticos se liga especificamente aos seus alvos com elevada afinidade, 

evitando o perfeito funcionamento da célula bacteriana. Entretanto, alterações na estrutura do 

alvo afetam a afinidade e, consequentemente, impedem a ligação eficiente do antibiótico ao 

mesmo, ocasionado à resistência bacteriana à droga específica. Durante o curso da infecção, há 
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frequentemente uma grande população de patógenos; a ocorrência de uma única mutação 

pontual no gene que codifica o alvo de um antibiótico pode ocasionar a resistência à droga, e 

então esta estirpe mutante pode se proliferar. Os genes que codificam os alvos de alguns 

antibióticos podem existir em múltiplas cópias, que também podem levar ao efeito de 

resistência da mesma maneira citada anteriormente. Além da alteração no alvo por mutação, o 

fenômeno de transformação bacteriana pode ser responsável pela modificação do alvo, atráves 

da expressão de novos genes inseridos que substituem os genes selvagens codificadores de 

alvos de antibióticos. Outro exemplo de uma modificação alvo é aquisição de um gene 

homólogo ao gene do alvo original, tal como ocorre em S. aureus resistente à meticilina 

(Methicillin resistant Staphylococcus aureus - MRSA), que é conferida pela aquisição do 

elemento de cassete cromossômico MEC (SCCmec). (UNEMO et al., 2012; SHORE et al., 

2011). 

 

2.3.3 Modificação dos antibióticos 

 

A modificação dos antibióticos é um dos meios mais eficazes de resistência aos 

antibióticos, ocorrendo através de enzimas produzidas pela célula bacteriana que destroem o 

antibiótico. Considera-se este como um mecanismo clinicamente relevante de resistência a 

vários antibióticos importantes. A inativação do alvo realizada por enzimas foi um dos 

primeiros mecanismos de resistência identificado. Existem milhares de enzimas que podem 

degradar ou modificar antibióticos de diferentes classes; como exemplo, pode-se mencionar as 

que atuam sobre os antibióticos das seguintes classes: β-lactamicos, aminoglicosides e 

macrolídeos. Há também subclasses de enzimas que podem degradar diferentes antibióticos 

pertencentes a mesma classe. Como exemplo, podem ser citados os antibióticos β-lactâmicos, 

tais como penicilinas, cefalosporinas e carbepênimicos, monobactâmicos que são hidrolisados 

por uma gama diversa de enzimas β-lactamases (KUMAR et al., 2014; BLAIR et al., 2015). 

A modificação dos antibióticos também pode ocorrer via transferências de grupos 

químicos. Esses grupos se ligam aos antibióticos evitando sua ação sobre o alvo bacteriano. 

Vários grupos químicos diferentes podem ser transferidos, incluindo acil, fosfato, e nucleotidil 

grupos ribitoyl. As enzimas que são responsáveis por essa ação formam uma grande e 

diversificada família de enzimas resistência antibiótica. Os antibióticos aminoglicosídeos são 

particularmente susceptíveis para esse tipo de modificação, uma vez que tendem a ser grandes 

moléculas com muitos grupos hidroxilo e amida expostos.  Enzimas modificadoras de 
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aminoglicosídeos conferem elevados níveis de resistência aos antibióticos. Existem três 

principais classes de enzimas modificadoras aminoglicosídeos: acetiltransferases, 

fosfotransferases e nucleotidiltransferases. Essas classes são evolutivamente diversificadas e 

variam segundo a parte da molécula de aminoglicósidos que podem modificar (NORRIS & 

SERPERSU, 2013; ROMANOWSKA; REUTER; TRYLSKA, 2013). 

 

Figura 3 – Mecanismos de resistência bacteriana. 

 
Disponível em: <http://www.anvisa.gov.br/servicosaude>. 

Acesso em: 22 de outubro de 2016. 

 

 

2.4 SISTEMAS DE EFLUXO DE DROGAS BACTERIANAS  

                

2.4.1 Superfamília grande facilitadora (Major facilitator superfamily - MFS) 

  

A superfamília “major facilitator” (MFS) é grande, antiga, pois é conhecida há mais 

tempo, e também bastante diversificada, compreende mais de 300 proteínas que, por sua vez, 

encontram-se reunidas em subfamílias. Membros dessa família apresentam o sistema de catalise 

uniporte soluto/cátion (H+ ou Na+), simporte (soluto/H+) ou antiporte (soluto/soluto). São 

envolvidos no transporte de açúcares, íons e drogas. Estes transportadores funcionam com um 

único componente, como por exemplo, a bomba de efluxo NorA presente em Staphylococcus 

aureus (YOSHIDA et al., 1990). Entretanto, em algumas bactérias Gram-negativas, MFS 

http://www.anvisa.gov.br/servicosaude
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funcionam com a fusão de componentes de membrana externa com o de membrana interna, 

como por exemplo, a bomba de efluxo EmrAB–TolC de E. coli (LOMOVSKAYA & LEWIS, 

1992). 

As proteínas de membrana pertencentes à superfamília MFS comumente apresentam de 

12 a 13 segmentos transmembranicos. Existem três subfamílias dentro desse grupo, todas são 

drug/H+ antiporter (DHA). Na DHA1, por exemplo, existe a bomba Bmr de Bacillus subtili; 

na HA2 existe a QacA de S. aureu e na DHA3 ocorre a MefA de Streptococcus pyogenes. A 

DH1 e DH2 são presentes tanto em eucariotos como em procariotos, e são responsáveis pelo 

efluxo de uma ampla variedade distinta de drogas. Membros distintos da subfamília DH1 

exportam açucares, poliaminas, descopladores, monoaminas, acetilcolina, paraquate e 

metilglioxal. Já os membros da subfamília DHA2 são mais restritos e transportadores de 

substratos como sais biliares. Membros da subfamília DHA3 são encontrados apenas em 

procariotos, e são conhecidos pelo efluxo de antibióticos, incluindo macrolídios e tetraciclinas.  

Bombas de efluxo de tetraciclinas são as melhores caracterizadas membros de MFS. Essas 

bombas são encontradas tanto em bactérias Gram-negativas como em Gram-positivas 

(KUMAR & SCHWEIZER, 2005).  

 

2.4.2 Superfamília ligada a ATP cassete (ATP-binding cassette ABC superfamily) 

 

Os transportadores da classe “ATP-binding cassette superfamily” (ABC), são 

complexos multi-proteícos (formando um canal de transporte pela membrana citoplasmática) e 

proteínas citoplasmáticas com atividade de ATPases. Membros desta superfamília usa a energia 

derivada da hidrólise de ATP para transportar uma variedade de substâncias, como 

aminoácidos, açúcares, íons, drogas, polissacarídeos e proteínas. As permeases ABC 

geralmente contém 6 domínios transmembrana, cada uma associada em pares com domínios 

homodímeros ou heterodímeros. Duas subunidades de ATPase associadas com permeases na 

face citoplasmática e no interior da membrana, formam um transportador funcional. Bombas 

de efluxo de drogas pertencentes à superfamília ABC são raras em bactérias, a bomba de efluxo 

LmrA de Lactococcus lactis é o melhor exemplo. A atual lista de exportadores pertencentes à 

superfamília ABC inclui 21 sistemas de efluxo em células de procariotos (HIGGINS et al, 1992; 

FATH & KOLTER, 1993; KUMAR & SCHWEIZER, 2005).   

Esta família também apresenta subfamílas que são designadas de A a G com base na 

sequência e homologia estrutural, e são responsáveis pelo movimento dependente de ATP de 
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vários xenobióticos (Incluindo drogas), lipídios e produtos metabólicos em todo o plasma e nas 

membranas intracelulares. Membros da subfamília ABC são predominantes em células do 

sistema nervoso central, bem como do sistema hematopoiético, e são conhecidos por transportar 

lipídeos, particularmente lipídeos que trafegam entre compartimentos celulares. Já os membros 

da ABCB são responsáveis pelo transporte intracelular de peptídeos, incluindo células 

eucarióticas, tendo um papel essencial no transporte de MHC (Complexo principal de 

histocompatibilidade) (ALBRECHT & VITURRO, 2007). O ABCC é conhecido como proteína 

de resistência a múltiplas drogas, contendo o maior número de transportadores de drogas, como 

também é um regulador de condução (ABCC7). O transportador ABCD é ligado a doenças 

neurodegenerativas. Membros da subfamília ABCE e ABCF parecem não ter domínios que 

atravessam a membrana, estando envolvidos na tradução do RNAm (CHEN et al., 2006). 

 Dentre as superfamílias, apenas os membros da superfamília ABC são conhecidos por 

funcionar como um canal e tem um essencial papel no efluxo do íon cloreto. Uma característica 

marcante dessa família é a capacidade de ser responsável pela resistência de células 

cancerígenas, ao tratamento quimioterápico. Isso ocorre através do efluxo dessas drogas 

(FLETCHER et al., 2010). 

 

2.4.3 Pequena família de resistência a múltiplos medicamentos (Small multidrug resistance 

(SMR) family-SMR) 

 

A superfamília SMR consiste de transportadores de aproximadamente 110 resíduos de 

aminoácidos, contém quatro domínios transmembranas e são energizados por força próton 

motivo. Devido ao seu pequeno tamanho, pensava-se inicialmente, que as proteínas SMR 

funcionavam como trímeros. Entretanto, estudos mostram que essas proteínas são tetrâmeros 

(PAULSEN et al., 1996; MA & CHANG, 2004; KUMAR & SCHWEIZER, 2005). Algumas 

bombas dessa família foram bem caracterizadas, incluindo bomba Smr de S. aureus e a bomba 

EmrE de E. coli, que realizam o efluxo tanto de cátions como de drogas (PAULSEN et al., 

1996; MA & CHANG, 2004; KUMAR & SCHWEIZER, 2005). 

Existem mais de 250 sequências de proteínas da superfamília SMR depositadas no 

Genbank do NCBI (National Center for Biotechnology Information). Uma vez que, muitas 

sequências homólogas de SMR foram identificadas em cromossomos, plasmídeos, e integrons, 

sugere-se que os membros desta família de transportadores têm diversidade estrutural e 

funcional muito além do que se pensava. Uma anterior caracterização filogenética da 
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superfamília de proteínas SMR revelou duas subclasses: Small multidrug pumps (SMR) e o 

supressor de proteínas mutação GroEL (SUG). O sequenciamento do genoma permitiu a 

identificação de um novo grupo de proteínas da subfamília SMR: Paired SMR proteins 

(PSMR). Membros do grupo PSMR são distintos tanto do SMP e SUG, uma vez que, 

diferentemente dos demais membros dessa subfamília, estes funcionam dentro da membrana 

como pares de heterodìmeros de proteínas SMR (BAY; ROMMENS; TURNER, 2008). 

 

2.4.4 Superfamília de Divisão celular de nodulação de Resistência (Resistance nodulation 

cell division (RND) superfamily) 

 

Bombas de efluxo dessa subfamília eram originalmente encontradas apenas em 

eubactérias. Entretanto, hoje já foram encontradas também em eucariotos e arqueobactérias. As 

RND transportadores de drogas são tipicamente codificadas por genes de cromossomos, mas 

recentemente também foram relatadas em plásmideos. Todos os membros dessa superfamila já 

foram caracterizados pela presença do efluxo via substrato/H+, desempenhando um importante 

papel na resistência intrínseca e adquirida de bactérias Gram-negativas, para uma variedade de 

antimicrobianos (KUMAR & SCHWEIZER, 2005; TSENG et al., 1999).  

Todas as bombas de efluxo RND funcionam pela formação de complexos consistindo 

de 12 domínios transmembranas ligados a uma membrana interna e outro a membrana externa, 

formando subunidades. Sem presença de qualquer um desses complexos a bomba não funciona. 

Uma característica da topologia da superfamília RND é a presença de dois grandes laços no 

periplasma entre o primeiro e o segundo domínio transmembrana e entre o sétimo e oitavo. A 

região N-terminal é homologa a região C-terminal. Acredita-se que tais proteínas podem ter 

surgido a partir da duplicação intragênica em tandem, mesmo que ocorra antes da divergência 

dos membros da superfamília. Entretanto, há um exemplo de RND homológo de 

Mycobacterium jannaschii que tem apenas seis domínios transmembranas e que não apresenta 

duplicação interna. É possível que esta proteína funcione como homodímero ou heterodímero, 

ou por associação com outras proteínas. Os membros mais estudados desse grupo de bomba 

são os dos sistemas AcrAB–TolC de E coli e MexAB–OprM de P. aeruginosa.  Estes são 

conhecidos por atuarem no efluxo de antibióticos, metais pesados, corantes, detergentes, 

solventes e muitos outros substratos (HANSEN et al., 2004; MA et al., 1993). 

As bombas desse tipo exportam drogas diretamente para o meio externo e não apenas 

para o periplasma. Esta é uma enorme vantagem para células bacterianas porque, uma vez 
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exportados para o espaço externo, as moléculas de droga devem atravessar a barreira de 

membrana externa para serem reinseridas nas células (NIKAIDO & TAKATSUKA, 2009).  

 

2.4.5 Superfamília de extrusão de multidroga e de compostos tóxicos (Multidrug and toxic 

compound extrusion (MATE) family) 

 

A superfamília de transportadores MATE é a mais recentemente descrita e, por isso, a 

menos bem caracterizada; esta situação, no entanto, vem mudando rapidamente, uma vez que 

esta família tem um papel importante na resistência aos antibióticos em organismos patogênicos 

clinicamente relevantes. Anteriormente pensava-se que os membros desse grupo eram membros 

da superfamília MSF. Entretanto hoje as proteínas pertencentes à superfamília MATE são 

reconhecidas separadamente, como uma família de transportadores, isso por que apesar da 

homologia da topologia de suas estruturas transmembranas, com característica similar, elas não 

apresentaram sequências homologas com as proteínas MFS (KUMAR & SCHWEIZER, 2005).    

Exemplo de proteínas pertencentes a esta classe incluem NorM de Vibrio 

parahaemolyticus e homólogos de YdhE de E. coli. Essas proteínas têm aproximadamente 450 

resíduos de aminoácidos, contendo 12 domínios transmembrana. Proteínas pertencentes a esta 

família usam o gradiente Na+ como fonte de efluxo de cátion, corante e fluroquinolonas 

(MORITA et al., 1998; KUMAR & SCHWEIZER, 2005). O transportardor MATE também é 

encontrado em plantas, sendo responsável pelo transporte no citoplasma e vacúolo. Nas plantas 

eles transportam xenobióticos, e são responsáveis pela acumulação de metabólitos secundários, 

incluindo alcaloides, flavonoides, ferro, alumínio e desentoxicantes (TAKANASHI; SHITAN; 

YAZAKI, 2014). 
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Figura 4 – Sistemas de efluxos eucariotos e procariotos. 

 
Fonte: Kumar & Schweizer (2005). 

 

2.5 FUNÇÕES FISIOLÓGICAS DAS BOMBAS DE EFLUXO 

 

As bombas de efluxos são proteínas transmembranas com funções notórias para 

fisiologia de células eucariotas e procariotas. Quando se refere às bactérias, as bombas de efluxo 

atuam principalmente promovendo a sobrevivência das bactérias em ambientes hostis, atuando 

na retirada de diversas substâncias danosas que penetram nas células nesses ambientes. Desse 

modo, diferentes estudos indicam que as bombas de efluxo em bactérias são capazes de retirar 

antibióticos, antissépticos (CHUANCHUEN et al., 2001; SANCHEZ; MORENO; 

MARTINEZ, 2005), metais pesados (SILVER & PHUNG, 1996), solventes (RAMOS et al., 

2002) e detergentes (ZGURSKAYA & NIKAIDO, 2000), entre outras moléculas tóxicas, do 

interior celular. Portanto, quando se considera seu papel fisiológico nas bactérias, é possível 

concluir que as bombas atuam principalmente funcionando como elementos de desintoxicação.  

As funções fisiológicas das bombas de efluxos vão muito além das mencionadas 

anteriormente. Tal fato pode ser baseado no princípio da existência de bombas de efluxo que 

são expressas de maneira constitutiva, e não apenas ativadas quando necessário para retirar 

substâncias nocivas à célula. Além disso, com um olhar mais atento sobre o número e 

especificidade de substrato das bombas deefluxo de resistências a múltiplas drogas, percebe-se 

que elas não estão envolvidas apenas na desintoxicação (GERMENDIA; FAJARDO; 

ALVAREZ-ORTEGA, 2009).  

É importante mencionar que as bombas de efluxo são necessárias para manter a 

homeostase celular. Pode-se mencionar, por exemplo, o caso da bomba de efluxo Mdfa, na qual 
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a deleção do gene mdfA não afeta apenas susceptibilidade a antibióticos, uma vez que a 

expressão em níveis fisiológicos de MdfA funciona como um antiporte Na+(K+)/H+, mantendo 

o pH intracelular em condições alcalinas e, por conseguinte, a homeostase celular (LEWINSON 

& BIBI, 2001). Algumas bombas de efluxo também apresentam um papel direto na resposta 

bacteriana ao quorum-sensing (CHAN et al., 2007). Além disso, as bombas de efluxo de 

bactérias fitopatógenas possuem papel importante nos passos iniciais da colonização do 

hospedeiro, bem como na sobrevivência das bactérias no tecido vegetal (ESPINOSA-URGEL; 

SALIDO; RAMOS, 2000).   

Nas células eucarióticas, às bombas de efluxo exercem importante papel na resistência 

a determinados quimioterápicos; quando se trata de células cancerígenas, elas atuam de modo 

semelhante ao das bactérias, retirando as drogas do interior da célula (KERR; JONES; 

GEORGE, 2010). 

 

2.6 BOMBAS DE EFLUXO ESPECÍFICAS 

 

2.6.1 Bombas de efluxo NorA  

 

A bomba de efluxo NorA, presente em S. aureus, é sintetizada pela expressão do gene 

norA, localizado no fragmento Smal D do cromossomo de S. aureus (NG; TRUCKSIS; 

HOOPER, 1994), é um membro da grande superfamília facilitadora (MFS). É conhecida por 

desempenhar um papel importante no desenvolvimento de resistência a quinolona, por reduzir 

a sua concentração no interior do patógeno alvo. Isto leva a uma diminuição da eficácia da 

droga e a uma maior chance para o surgimento de alto nível de resistência. Também já foi 

relatado seu efeito sobre o clorafenicol (PIDDOCK et al., 2006; POOLE, 2007). 

 A NorA é uma bomba de efluxo bem caracterizada pela presença de 12 segmentos 

transmembranas (NEYFAKH; BORSCH; KAATZ, 1993; NG; TRUCKSIS; HOOPER, 1994) 

e está relacionada com a Bmr, uma bomba de efluxo de Bacillus subtilis (AHMED et al., 1994; 

NEYFAKH et al., 1992; ZHELEZNOVA et al., 1999). Têm 388 aminoácidos e uma massa 

molecular de 42.385 KDa. A NorA protege a célula bacteriana contra compostos lipófilos e 

monocatiônicos como brometo de etídio, cetrimida, cloreto de benzalcônio, brometo 

tetrafenilfosfónio, e acriflavina, assim como também contra quinolonas hidrofílicas (HSIEH et 

al., 1998; KAATZ & SEO, 1995). A função fisiológica da NorA como transportador de 

múltiplas drogas já foi demonstrada com vesículas de membrana citoplasmática constituída de 
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proteolipossomos. A regulação da expressão gênica da NorA ainda não é bem conhecida (YU; 

GRINIUS; HOOPER, 2002). Esse tipo de bomba já foi identificado em cepas de em S. aureus: 

SA-1199B, SA-1199-3, SA-K1904, SA-K2361 e SA-K3092 (SCHINDLER; JACINTO; 

KAATZ, 2013). 

 Existem várias outras bombas de efluxo que são homólogas da NorA, tais como NorB 

e NorC, que foram descobertas em S. aureus, e todas são negativamente reguladas pela MgrA 

(TRUONG-BOLDUC; STRAHILEVITZ; HOOPER, 2006; LUONG et al., 2006). A expressão 

de NorA foi observada por conta de uma mutação no promotor do gene norA que resultou na 

incapacidade do regulador da proteína se ligar ao promotor (NG; TRUCKSIS; HOOPER, 

1994). O segundo componente com papel de regular a expressão NorA é o ArlSR; sua 

eliminação em S. aureus resultou na expressão constitutiva de NorA (FOURNIER; ARAS; 

HOOPER, 2000). Já NorB é regulado negativamente por MgrA, e sobre NorG atua regulando 

positivamente (TRUONG-BOLDUC & HOOPER, 2007), embora a eliminação do gene norG 

não altere a resistência às fluoroquinolonas de S. aureus (TRUONG-BOLDUC & HOOPER, 

2007). 

 

2.6.2 Bomba de efluxo Tetk 

 

A bomba de efluxo Tet(K) é a principal responsável pela resistência às tetraciclinas. 

Essa bomba é codificada pelo gene plasmideal pt181, que surgiu principalmente a partir de 

evento de aquisição genética pela célula bacteriana. Esta proteína confere proteção ao 

ribossomo, ao evitar a ação da tetraciclina sobre o mesmo (CHOPRA et al., 2001). Apesar de 

existirem outros mecanismos de resistência à tetraciclina, o principal consiste da aquisição 

desse sistema de efluxo. A exportação da tetraciclina reduz a sua concentração e protege, assim, 

o ribossomo da ação desta substância. Esse é um mecanismo antiporte acoplado à força de 

próton motivo, envolvendo a troca próton e tetreciclina. Essa bomba de efuxo é pertencente à 

família do maior facilitador (major facilitator superfamily - MFS). A bomba de efluxo tet(k) 

tem uma estrutura composta por 13 α-hélices, abrangendo regiões de fora da membrana e na 

membrana, ajudando na ancoragem da proteína. Esta tem o mesmo número de alfa-hélices C-

terminal e N-terminal, tanto voltado para o interior, quando para o exterior da célula (GUAY; 

KHAN; ROTHSTEIN, 1993). Embora a maioria de sistema de efluxo de tetraciclina seja por 

meio desta, já foi encontrado em Corynebacterium striatum um sistema de efluxo que usa ATP 

em vez de gradiente de próton (CHOPRA et al., 2001). 



40 

 

 

Pelo menos 27 genes diferentes de resistência à tetraciclina (tet) já foram caracterizados, 

sendo que 17 deles codificam proteína de MFS.  Muitos genes tet estão associados com 

plasmídeos móveis, transposons, transposons conjugativos e integrons. Estes permitiram que 

os genes tet possam se deslocar de espécie para espécie numa vasta gama de gêneros por 

conjugação. Os genes tet (A), tet (E), Tet (L), tet (J), Tet (Y), tet (30) e tet (31) são encontrados 

somente em bactérias Gram-negativas. O gene Tet(B) foi encontrado em uma vasta gama de 

bactérias Gram-negativas. Além disso, outros genes tet, já foram identificados em 20 gêneros 

de bactérias Gram-negativas diferentes. A ocorrência de diferentes classes de genes tet, é mais 

comum em bactérias Gram-negativas do que para Gram-positivas, o motivo para tal fato ainda 

não é conhecido. Como exemplo de bactérias Gram-positivas portadora desse gene pode citar 

a S. aureus. De modo que o gene tet(k) é presente na bactéria S. aureus, mais precisamente nas 

cepas IS-58 e XU212 (CHOPRA et al., 2012; GIBBONS & UDO, 2000). 

 

2.6.3 Bomba de efluxo MrsA 

 

O gene msrA contido no plasmidio pUL5054, codifica a bomba de efluxo MsrA com 

resistência de 14 a 15 membros de macrolídeos, principalmente eritromicina, esse plasmídeo é 

geralmente integrado ao DNA cromossomo (GIBBONS; OLUWATUYI; KAATZ, 2003). Esta 

bomba de efluxo é codificada pelo gene MsrA, e a proteína sintetizada a parti desta apresenta 

488 aminoácidos com dois motivos de ligação a ATP, a mesma é pertence a superfamília dos 

transportadores ABC, que é encontrado tanto em eucarioto como em procarioto. Contém dois 

domínios hidrofóbicos, cada um com 6 a 8 segmentos transmembranicos. Os domínios podem 

ser fundidos dentro como polipeptídio multifuncional, que apresenta variedades de 

combinações associados ou separados. Entretanto ele pode também, funcionar com somente 

um domínio. Essa bomba de efluxo é presente principalmente S aureus, e foi primeiramente 

identificada na cepa RN4220 (ROSS et al., 1996). 

 

2.7 REGULADORES GLOBAIS DE EXPRESSÃO GÊNICA DE EFLUXO EM S. AUREUS 

 

O sistema de regulação de bombas de efluxo é um complexo sistema, e envolve mais de 

um regulador. As espécies apresentam diversos componentes específicos envolvidos. Em S 

aureus, assim como para as demais bactérias, é possível encontrar componentes para cada 

bomba. Em geral, os reguladores de genes confirmados como transportador de droga bacteriana 
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pertencem a quatro famílias de proteínas reguladoras (GRKOVIC; BROWN; SKURRAY, 

2002). São as famílias AraC, MarR, MerR, e TetR, que estão presentes em diferentes espécies. 

É imporante mencionar que esta classificação, mostra pouca correlação com a classificação das 

famílias de bomba de fármaco, cuja expressão estes reguladores controlam. No entanto, a 

atribuição destes reguladores é baseada unicamente, em semelhanças detectadas dentro dos seus 

domínios de ligação ao DNA, que tipicamente constituem apenas um terço de cada polipeptídio 

(PABO & SAUER, 1992).  

Semelhante à maioria dos repressores e ativadores de genes bacterianos, os reguladores 

de genes de transporte de drogas identificados até agora possuem α-helice-volta-helice e 

motivos de ligação ao DNA. Os repressores e ativadores de genes bacterianos são incorporados 

em domínios de ligação ao DNA, que forma diferentes estruturas envolvidas, os quais contém 

feixe de três hélices e motivos de hélice. Estes servem para criar uma estrutura tridimensional 

estável, que enterra as cadeias laterais hidrofóbicas de aminoácidos no interior da região de 

inicio de leitura do DNA. Os repressores e ativadores orientam o "reconhecimento" da hélice 

por meio do motivo estrutural α-helice-volta-helice, assim que se encaixam no sulco maior do 

DNA-B (GAJIWALA & BURLEY, 2000; HUFFMAN & BRENNAN, 2002). 

É importante salientar, que quatro reguladores locais destas proteínas de bomba de 

efluxo, não estão envolvidos na formação de domínios com o DNA. Entretanto essas são 

capazes de ligar ao substrato de suas bombas. E atuam como sinal para aumentar a síntese de 

proteínas relevantes de transporte, em resposta à presença de compostos tóxicos. Esta 

descoberta teve ramificações importantes para o campo de interações proteína-droga, uma vez 

que, em contraste com proteínas de transporte ligado à membrana, que são notoriamente difícil 

de purificar e estudar in vitro, os reguladores citosólicos solúveis de resistência a medicamentos 

têm proporcionado os estudos de reconhecimento de drogas e de ligação (GRKOVIC; 

BROWN; SKURRAY, 2002).  

Para os reguladores de proteínas TetR, QacR, e BmrR, detalhes de cristalografia de raio 

x associados com dados de bioquímicos e estudos de mutações, tem sido altamente valiosos no 

fornecimento de informações sobre os aspectos moleculares envolvendo a ligação com a droga, 

e as etapas subquentes que resultam na indução da expressão do gene alvo (HINRICHS et al., 

1994; SCHUMACHER, 2001; ZHELEZNOVA & BRENNAN, 2001). 

O regulador MgrA, anteriormente nomeado NorR ou Rat, foi o primeiro identificado 

por ligar a expressão da região promotora de norA (FOURNIER; ARAS; HOOPER, 2000). 

MgrA é altamente homologo a família de proteínas MarR e em menor extensão a família SarA, 
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ambos reguladores possuem um motivo hélice-volta- hélice envolvido na ligação ao DNA 

(LUONG; NEWELL; LEE, 2003; INGAVALE; VAN; CHEUNG, 2003). MgrA é um 

regulador pleotrópico que usa o mecanismo de sensível a oxidação (CHEN et al., 2005) na 

regulação por autólise; de genes de virulência; genes de resistência (bomba de efluxo) e outros 

genes envolvidos no metabolismo de S. aureus (INGAVALE et al., 2005; LUONG et al., 2006). 

Este regulador também foi responsável por modular a expressão de outros reguladores, tais 

como SarA, que afeta a expressão de determinantes de virulência (CHEUNG et al., 2008) e 

alternativamente o fator sigma SigB, essencial para a resposta de estresse químico em S. aureus 

(GERTZ et al., 2000; BISCHOFF; DUNMAN; KORMANEC, 2004). Esses resultados sugerem 

que alguns efeitos de modulação atribuído a MgrA podem ser alcançados de maneira indireta 

(LUONG et al., 2006). 

O regulador MgrA atua sobre três bombas de efluxo de S. aureus NorA, NorB e NorC, 

assim como também atua sobre a bomba de efluxo Tet38 e bomba de efluxo AbcA (TRUONG 

et al., 2005; TRUONG-BOLDUC et al., 2003; TRUONG-BOLDUC et al., 2005). Em diferentes 

estudos tem relatado, os efeitos do regulador MgrA sobre a expressão dos genes norA e norB 

(KAATZ; THYAGARAJAN; SEO, 2005). Uma análise aprofundada desse sistema genético 

evidencia que MgrA pode ser fosforilado pós-transcricionalmente pela serina/treonina PknB 

(TRUONG-BOLDUC; DING; HOOPER, 2008), e que pode ser fosforilada por MgrA-P e 

desfosforilada por RsbU, alterando a habilidade de MgrA ligar aos promotores norA e NorB. 

Um modelo para a modulação de MgrA norA/B foi proposto após demonstrar que apenas MgrA 

foi capaz de ligar ao promotor de norA enquanto que ao promotor de norB apenas o MgrA-P 

foi eficaz. De acordo com este modelo, MgrA atua como um repressor de norA, e a fosforilação 

de MgrA-P é realizada no promotor de norA, permitindo a transcrição de norA. O MgrA-P, por 

sua vez, liga-se ao promotor norB, atuando como um repressor de norB (TRUONG-BOLDUC 

& HOOPER, 2010). A relação entre MgrA e MgrA-P e, portanto, tem o seu efeito sobre a 

expressão de bomba de efluxo é dependente de PknB e RsbU, que por sua vez são modulados 

pelo fator SigB alternativo, envolvendo a reposta de estresse em S. aureus. 

Foi proposto que NorC pode ser alternativamente regulado pelo MgrA e atua de maneira 

combinada com NorB. No entanto, MgrA não reconhece sítios que foram encontrados na região 

promotora de norC, sugerindo que MgrA pode ter um efeito indireto sobre a expressão de norC 

e que outros fatores podem desempenhar um papel na produção dessa bomba de efluxo 

(TRUONG-BOLDUC; STRAHILEVITZ; HOOPER, 2006). 
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O regulador de transcrição NorG, também se mostrou capaz de se ligar ao promotor de 

norA (TRUONG-BOLDUC & HOOPER, 2007). Foi mostrado que NorG foi capaz de ligar 

especificamente ao promotor dos genes de bomba de efluxo norA, norB, norC, abcA bem como 

o para o seu próprio promotor. A ligação de NorG aos promotores tet38 ou mgrA também já 

foi detectada (TRUONG-BOLDUC & HOOPER, 2007). Entretanto, o regulador também MgrA 

pode se ligar ao promotor norG, assim afetando a expressão (TRUONG-BOLDUC & 

HOOPER, 2007). Apesar da ligação de NorG a região dos promotores norA, norB, norC e abcA 

leva a super expressar o norG e este foi acompanhado apenas por um ligeiro aumento da 

expressão de norB, sugerindo que NorG é um ativador de norB (TRUONG-BOLDUC & 

HOOPER, 2007). Uma análise do perfil transcricional de NorG confirma seu papel como um 

ativador de NorB e revela que NorG afeta negativamente a expressão de ambos norC e abcA. 

Também foi mostrado que NorG afeta negativamente a transcrição de reguladores globais 

mgrA, arlS e sarZ (TRUONG-BOLDUC et al., 2011). 

 

2.7.1 Regulação específica da bomba de efluxo NorA 

 

A mutação no gene flaqB, uma mutação de substituição única de um T por um G anterior 

a região 5’do gene da Nor, tem mostrado aumentar a meia vida do RNA mensageiro do NorA 

de 4 a 8 vezes, resultando na super expressão de NorA. Tem sido proposto que o aumento da 

estabilidade do RNAm é consequência de alterações de sua estrutura secundária, que podem 

afeta no local de clivagem de RNAase III envolvida na degradação deste transcrito. Uma única 

mudança de A para T na região promotora de norA, parece também resultar na super expressão 

de NorA e subsequente resistência a fluroquinolona (KAATZ; SEO; FOSTER, 1999). Outras 

mutações que produzem resistência, mas que estão fora de regiões promotoras de codificação 

NorA ainda não foram caracterizadass (FOURNIER et al., 2001).  

Embora a regulação da expressão NorA seja pouco compreendida, tem sido 

demonstrado que uma proteína de 18-kDa tem a capacidade ligar a sequências anteriores a 

região -35 do promotor da norA (FOURNIER; ARAS; HOOPER, 2000).  A ligação dessa 

proteína de 18-kDa é modificado por ArlS, que parece funcionar como sensor transmembrana 

do sistema de dois componentes regulatórios ArlR-ArlS (FOURNIER et al., 2001). O primeiro 

componente desse sistema é tipicamente um sensor transmembrana que sofre autofosforilação 

após a ligação de uma molécula de sinal presente no ambiente externo. O fosfato é transferido 

para um segundo componente, um regulador citoplasmático que pode reverter a fosforilação 
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em um resíduo de aspartato conservado.  A atividade de resposta desse regulador é alterada, de 

modo que ele pode atuar como um estimulador ou repressor do gene alvo (PARKINSON et al., 

1993). 

Embora a ruptura do gene do sensor ArlS transmembrana resulta na super expressão de 

NorA, e também altera a fase de regulação do crescimento desse transportador, não é conhecido 

se o regulador ArlS fosforila a proteína de 18-kDa diretamente ou indiretamente, ou 

alternativamente atua indiretamente, por exemplo, via ArlR alterando a transcrição do gene 

envolvido na produção do ligante da proteína 18-kDa. O último cenário que pode ser relatado, 

consiste na observação que S. aureus secreta um composto para o meio externo que tem 

capacidade de baixar a expressão de norA na fase de crescimento logaritmo. Embora ArlR-ArlS 

também tenha um papel determinante na regulação de determinantes de virulência em S. aureus, 

a expressão de norA não parece está ligado a determinantes de virulência. Sugerindo que ArlR-

ArlS modula a expressão de NorA em reposta a outras funções fisiológicas (FOURNIER et al., 

2001; FOURNIER; ARAS; HOOPER, 2000). 

 

2.8 INIBIDORES DE EFLUXO 

 

A deleção de bombas de efluxo de bactérias tem mostrado aumentar a suscetibilidade 

de muitas bactérias a antibióticos. Por exemplo, a deleção do gene que codifica MexB em P. 

aeruginosa leva a uma diminuição do CIM de uma ampla variedade de drogas como 

aminoglicosídeos, clorafenicol etc. Nesses mutantes de P. aeruginosa tem sido usando 

screening de inibidores de bomba de efluxo (IBE). Há amplos dados que mostram que bombas 

de efluxo são envolvidas na determinação do fenótipo de resistência de um patógeno e, portanto, 

representam uma grande ameaça para o efetivo tratamento de muitas bactérias Gram-positivas, 

Gram-negativos e patógenos oportunistas. Isso leva a necessidade do desenvolvimento de 

inibidores dessas bombas que iriam contornar o problema de resistência causada por esses 

transportadores, levando a regimes de tratamento bem-sucedidos. Os inibidores até então 

conhecidos apresentam vantagens e desvantagens (VAN; PAGES; LEE, 2006; ZECHINI & 

VERSACE, 2009). 
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2.8.1 Requisitos para um inibidor ideal 

 

Um inibidor de bomba de efluxo deve ser livre de qualquer atividade farmacológica em 

células eucariotas. A síntese de inibidores de bombas de efluxo oriundos de produtos naturais, 

não deve ser demorada, cara e difícil, uma vez que esses fatores tornam esses produtos 

comercialmente inviáveis. Como exemplo problemas com isolamento, purificação, solubilidade 

e toxicidade. Os inibidores devem ser proteoliticamente estáveis para garantir os níveis séricos 

e de acumulação celular para o potencial controle de infecções intracelular. Também devem 

aumentar o índice terapêutico e perfil farmacocinético para garantir o máximo de especificidade 

e eficácia. Devem ser desprovidos de atividade antibacteriana, porque essas podem levar ao 

desenvolvimento de mecanismos de resistência contra os inibidores de bombas de efluxo. E 

como característica principal eles não devem ser tóxicos para humanos, uma vez podem ser 

utilizados em altas concentrações em determinadas situações (VAN; PAGES; LEE, 2006; 

PIDDOCK et al., 2006; BHARDWAJ & MOHANTY, 2012). 

 

2.8.2 Estratégias para inibição de bomba de efluxo 

 

Há muitas estratégias para a inibição da bomba de efluxos. Com destaque para: 1) A 

criação de novos fármacos ou alteração de fármacos já existentes, para que não sejam 

reconhecidos pelas bombas de efluxo e retirados da célula alvo (CHOPRA et al., 2002). 2) 

Interferência com a montagem e funcionamento de bombas de efluxo. Isto é especialmente 

válido para o efluxo de proteínas de bomba como RND encontradas em bactérias Gram-

negativas. Nesse caso, para inibir esse tipo de bombas de efluxo, há um bloqueio do canal da 

membrana externa (YOSHIHARA & INOKO, 2011). 3) Um mecanismo bem conhecido 

envolve o bloqueio da energia requerida pelas bombas de efluxo para atuarem. Esses são os 

desacopladores de energia, e atuam como um mecanismo geral para dissipar o gradiente da 

energia, utilizada pelas bombas de efluxo. 4) A interferência com as etapas de regulação da 

expressão de genes de bombas de efluxo, também é outro alvo de atuação. Como quando ocorre 

a alteração da permeabilidade da membrana, que é regulada pelos mesmos mecanismos que 

incluem complexos regulatórios, ligados tanto à expressão de porinas quanto a expressão de 

bomba de efluxo. Como exemplo o regulador Mar A de E. aerogenes, que controla a 

permeabilidade de membrana e regula a expressão de porinas e bombas como AcrAB-TolC. 

Mutações nesse regulador pode causar resistência a muitos antibióticos. A interferência com as 
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etapas de regulação pode ser utilizada para diminuir a expressão de bombas efluxo, assim 

restaurando a atividade antibiótica (BORNET et al., 2003). 

 A última estratégia envolve a formação de inibidores competitivos e não competitivos 

que podem inibir a bomba. Esses inibidores são benéficos clinicamente de muitas maneiras, de 

modo que eles não só contornam o problema da resistência bacteriana aos antibióticos através 

da inibição de bombas efluxo, mas também revertem a resistência adquirida associada com a 

super-expressão de bombas de efluxo e suprime o aparecimento de mutações que conduzem a 

resistência (BORNET et al., 2003; OETHINGER & LEVY, 2002).  

 

2.8.3 Tipos de inibidores  

 

1) Desacopladores de energia: a maioria das bombas utiliza força motriz de prótons 

como fonte de energia, e qualquer composto que atue como dissipador dessa força pode atuar 

como inibidor de bomba de efluxo. Entre esses exemplos incluem Carbonyl Cyanide m-

ChloroPhenyl-hydrazone (CCCP) (FIGURA 5), valinomicina e dinitrofenol (DNP). Portanto 

esses compostos não atuam diretamente na bomba de efluxo, mas causa a sua inibição. Eles 

atuam por modificação do potencial eletroquímico transmembrana. Esses compostos não 

devem ser utilizados clinicamente ou patenteado devido a sua toxicidade nos tecidos 

(MALLEA, 2002; PAGES; MASI; BARBE, 2005). 

 2) Inibição da ligação direta das bombas de efluxos: Drogas utilizadas desse grupo são 

utilizadas para outros fins terapêuticos que não são infecções. Como reserpina e verapamil se 

mostraram capazes de interagir com a bomba Bmr de Bacillus subtilis e PgP de mamíferos. A 

reserpina também já se mostrou capaz de inibir NorA de S. aureus, e verapamil também já 

inibiu bombas abc como Lmra de bactérias. Todos estes IBE desse grupo sofrem com o 

problema da neurotoxicidade nas concentrações utilizadas para o combate às infecções 

bacterianas (BRENWALD; GILL; WISE, 1997; LI & NIKAIDO, 2004).  

Uma subclasse dentro desse segundo grupo de inibidores são os caracterizados como 

peptidomiméticos: compostos amidos dipeptídeos INF271 e MC-207,110 (Phenylalanine 

Arginyl β-Naphthylamide/PAβN) (FIGURA 6) se enquadram nesta categoria. Assim como a 

reserpina, o PAβN não pode ser utilizado com antibióticos para o tratamento a infeções 

bacterianas, devido a sua toxicidade. Foram feitos diversos screening de diversos compostos 

com estruturas dessa parecida ao do PAβN, e foi verificado efeito de redução da concentração 

inibitória mínima (CIM) do brometo e de ciprofloxacino com bombas NorA em concentrações 
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menores que as utilizadas para a reserpina (MARKHAM & NEYFAKH, 1996; MARKHAM et 

al., 1999). O peptideomimético MC-207,110 foi identificado como um inibidor de bomba Mex. 

A estrutura cristalizada de bomba AcrB de E. coli foi analisado na presença desse inibidor, e 

verificado que há uma ligação entre a droga e o inibidor de bomba. Este composto também se 

mostrou capaz de reduzir a resistência de Pseudomonas aeruginosa a levofloxacin, através da 

redução do seu CIM. O MC-207 é um inibidor competitivo de bomba de efluxo e atua por 

ligação num local mais perto do local de ligação do substrato aos antibióticos. O PAβN parece 

ser um promissor inibidor para uma ampla variedade de bactéria, bem como um eficaz inibidor 

de bomba de efluxo. O PAβN apresenta alta toxicidade o que inviabiliza seu uso clínico. 

Derivados de PAβN foram produzidos por substituições de aminoácidos ou uso de D-

aminoácido, visando à redução de toxicidade. Assim foi produzido o MC-04 a partir do MC-

207, como menor toxicidade e maior estabilidade (LOMOVSKAYA et al., 2001; COBAN; 

EKINCI; DURUPINAR, 2004). 

 

Figura 5 – Estrutura química do cianeto de carbonilo m-cloro-fenil-hidrazona. 

 
Disponível em: <https://commons.wikimedia.org/wiki/File:Carbonyl_cyanide_m-chlorophenyl_hydrazone.png>. 

Acesso em: 24 de setembro de 2017. 

  

3) Modificações química do substrato: ofloxacina foi modificado por conjugação com 

o núcleo de bisaryl. Este composto foi capaz de inibir NorA e Mep A de S aureus (GERMAN; 

KAATZ; KERNS, 2008).  

4) Queladores de ferro: Vários compostos queladores de ferro mostram-se capaz de 

inibir a atividade da bomba. Como exemplo pode ser citado a nocardamine que se mostrou 

capaz de inibir as bombas TetB e TetK de S. aureus (ROTHSTEIN et al., 1993).  

5) Inibidores de efluxo de células eucarióticas:  os melhores representantes dessa classe 

de moléculas são os derivados de ácido piperidino-carboxílico, que foram usados e patenteados 

como inibidores de p-glicoproteína MRP-1 de mamíferos e utilizados como adjuvantes no 

https://commons.wikimedia.org/wiki/File:Carbonyl_cyanide_m-chlorophenyl_hydrazone.png
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tratamento de câncer. A vantagem dessas moléculas contra bactérias, é que já foi bem 

estabelecido sua farmacocinética e seu perfil de toxicidade, facilitando seu uso associado com 

antibióticos. Os membros desse grupo como: fenóis e epicatequina-galato que reverteram a 

resistência a tetraciclina em S. aureus TetB e TetK. Eles também aumentaram a atividade da 

norfloxacina contra cepas que expressão NorA. O GG918, GG918, biricodar (VX-710) e 

timcodar (VX-853) potencializaram a atividade de fluroquinolonas contra E. coli e bactérias 

Gram-positivas como S. aureus, S. pneumoniae (ARMISTEAD et al., 1994). 

 

Figura 6 – Estrutura do Phenylalanine Arginyl β-Naphthylamide. 

 
Disponível em: <https://www.buyersguidechem.com>.  

Acesso em: 24 de setembro de 2017. 

 

6) Análogos de antibióticos: Os compostos desta categoria ajudam a contornar o efeito 

das bombas de efluxo, assim aumentando a suscetibilidade para muitas classes de antibióticos. 

Análogos de tetraciclinas, quinolonas e aminoglicosídeos foram estudados e patenteados. Já 

foram também identificados análogos de tetraciclina que aumentaram a susceptibilidade de 

tetraciclinas contra S. aureus, tais compostos já foram testados contra vários agentes 

patogênicos e vários antibióticos. Uma vez que estes compostos são estruturalmente 

semelhantes aos antibióticos, eles sofrem a desvantagem de ter atividade antimicrobiana uma 

vez que, os torna possível de seleção por outros mecanismos de resistência contra ao mesmo 

antibiótico. Os análogos de aminoglicosídos foram utilizados como inibidores de bombas de 

efluxo contra a bactéria Haemophilus influenzae. Estes compostos se mostraram capazes de 

aumentar a susceptibilidade de estirpes resistentes à gentamicina e a tetraciclinas. Os análogos 

de fluoroquinolona têm se mostrado eficaz em aumentar a potência de antibióticos desta classe 

em bactérias Gram-positivas, bem como em bactérias Gram-negativas que expressam algumas 

bombas efluxo. Alguns destes análogos foram capazes de restaurar a atividade de macrólidos 

https://www.buyersguidechem.com/
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em estreptococos que expressam bombas MEF (MYERS et al., 2010; NELSON & 

ALEKSHUN, 2004).  

7) Oligonucleotídeos antimensageiros e anticorpos: Essa abordagem é baseada na 

utilização de oligonucleotídeos antimensageiros para inibir a expressão de bomba de efluxo 

alvo. A bomba de efluxo AcrAB foi inibida usando esta abordagem em E. coli. Um recente 

estudo tem descrito o uso do antimensageiro de oligonucleótido fosforotioato que encapsulado 

em lipossoma, restaurou a atividade de fluoroquinolonas em E. coli. A estratégia para o uso de 

anticorpos ou de suas partes já foi patenteado, mostrando a inibição da bomba MexAB-OprM 

em P. aeruginosa (YOSHIHARA & INOKO, 2011; OETHINGER & LEVY, 2011). 

 

2.9 SUBSTÂNCIAS DE ORIGEM NATURAL  

 

2.9.1 Ácido tânico 

 

O ácido tânico é um composto oriundo do metabolismo secundário vegetal, e 

pertencente ao grupo dos compostos fenólicos, por apresentar um anel fenol em sua estrutura, 

o mesmo é relativamente hidrofóbico (FIGURA 7). É derivado da via do ácido chiquímico. 

Dentre os metabólitos secundários, o ácido tânico é pertencente ao grupo dos taninos (SIMÕES 

et al., 2010). O ácido tânico é um tanino hidrolisável que tem diversas aplicações industriais, 

farmacológicas e também é utilizado como aditivo de alimentos. É também usado como um 

agente de clarificação para as indústrias de fabricação de cerveja e vinho e como um agente 

aromatizante em produtos assados, sobremesas lácteas congeladas, doces e produtos à base de 

carne (KHAN et al., 1998).  

Além desse seu uso como alimento, o ácido tânico apresenta propriedades medicinais. 

É usado como um aditivo em medicamentos, incluindo aqueles usados para o tratamento de 

queimaduras, diarreia e antídotos químicos em envenenamento e como um adstringente local 

(CHUNG et al., 1998). Foi visto que, quando aplicado topicamente, injetadas ou adicionado à 

dieta ou na água potável, o ácido tânico diminui o risco de tumor na pele e outros órgãos 

(MAJED et al., 2015). É também relatado é um potente poder antioxidante e também possui a 

capacidade de inibir atividade viral, além de ser: antimutagênica; anticarcinogênico e 

antimicrobiana (AKIYAMA et al., 2001; CHUNG et al., 1998; KAUR et al., 1998). 

Como um composto antioxidante, o ácido tânico mostrou-se capaz de prevenir a 

peroxidação lipídica e clivagem de DNA por radicais derivados de oxigênio (BOUKI et al., 
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2013). Com relação à atividade antiviral, foi mostrado seu efeito contra HIV e o vírus da gripe 

(MIZUMO et al., 1992). Assim como, a sua resposta antitumoral em ratos foi através da 

inibição da ortidina carboxilase, cuja atividade é responsável pela promoção de tumor na pele 

(GALI; PERCHELLET; PERCHELLET, 1991). Já em relação a sua atividade antimicrobiana 

o ácido tânico foi capaz de inibir o crescimento de Aeromonas hydrophila e A. sobria, 

Escherichia coli (CHUNG et al., 1995), Klebsiella pneumoniae, Listeria monocytogenes, 

Staphylococcus aureus (CHUNG et al., 1995), Helicobacter pylori (FUNATOGAWA et al., 

2004), Cytophaga columnaris (ZHAO et al., 1997).  

O ácido tânico, como foi citado anteriormente é membro do grupo dos taninos, os quais 

podem agir como antibacterianos pelas seguintes vias: I) Pela propriedade adstringente, que 

pode induzir a complexação com enzimas ou substratos. Muitas enzimas microbianas em 

filtrados de cultura brutos ou em formas purificadas, quando inibidas são misturadas com 

taninos. II) a toxicidade de um tanino contra bactérias pode estar relacionada, com a sua ação 

nas membranas dos microrganismos. II) complexação de íons metálicos por taninos podem ser 

responsáveis pela toxicidade de tanino em bactérias (AKIYAMA et al., 2001). 

Entretanto, apesar de seu uso medicinal e alimentício citados anteriormente, o ácido 

tânico é tóxico para animais se injetado na corrente sanguínea ou consumido em grandes 

quantidades (KHAN; AHMAD; HADI, 2000). E, além disso, foi visto que na dieta de ratos foi 

responsável pela redução da vitamina A no fígado (SUSCHETET et al., 1975). Foi também 

mostrado, que em determinadas concentrações o ácido tânico é hepatotóxico (CHUNG et al., 

1998). Portanto, para diminuir sua toxicidade em humanos, e ainda tendo em vista que o ácido 

tânico é adicionado em alimentos, foi estabelecida uma dose de segurança para o consumo, que 

varia de 10µg a 400µg, esta também varia de acordo com o tipo de alimento em que ele é 

adicionado (CHUNG et al., 1998).  
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Figura 7 – Estrutura química do ácido tânico. 

 
Fonte: Sigma Aldrich (2018). 

 

2.9.2 Vitaminas lipossolúveis 

  

O termo vitamina (vita: vida; amina: grupo de composto nitrogenado) é usado para 

substâncias de origem orgânica, presentes em muitos alimentos em pouca quantidade, que são 

necessárias para equilibrar as funções vitais de diversos seres vivos. Elas são distintas das 

proteínas, dos glicídios e lipídios e são possuem extrema importância para o funcionamento do 

organismo humano, tendo por função participar de diversas reações metabólicas controladas 

por enzimas e coenzimas, na forma de co-fatores (CHORILLI; LEONARDI; SALGADO, 

2007). 

A falta de vitaminas ou defeitos na absorção e utilização imprópria na dieta humana 

resulta, quase que na maioria das vezes em deficiências no crescimento e desenvolvimento e 

outras perturbações orgânicas, sendo sua ausência patologicamente característica. Esta ausência 

também é denominada de avitaminose, que pode ser conjunto específico de reações adversas 

(MARCUS & COULSTON, 2003; SIERRA et al., 2007). Essas avitaminoses podem ocorre se 

as vitaminas não forem consumidas com uma determinada frequência. Isso porque uma grande 

parte dos organismos animais, não é capaz de sintetizá-las por via anabólica, por esse motivo, 

as vitaminas necessitam ser incluídas na alimentação. Em geral, as vitaminas são necessárias 

em pequenas quantidades e a necessidade de consumo varia, em função da idade, sexo, estado 

fisiológico, metabólico e atividade física do indivíduo. A necessidade é aumentada nos 
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processos de crescimento, gestação, lactação, condições de esforços intensos e na ocorrência 

de determinadas doenças (PAIXÃO, STAMFORD, 2004; KLACK & CARVALHO, 2006). 

As vitaminas são divididas em hidrossolúveis e lipossolúveis. Estas últimas conferem 

valor nutritivo aos alimentos, constituindo uma fonte de energia metabólica, sendo divididas 

em quatro grupos de vitamina, A, D, E e K. Essas se destacam por suas atividades biológicas e 

o suprimento destes micronutrientes são indispensáveis ao crescimento, desenvolvimento e 

outras funções biológicas do organismo (CHORILLI; LEONARDI; SALGADO, 2007). As 

vitaminas lipossolúveis (FIGURA 8) são compostas por unidades de isoprenóides, sendo o 

isopentenil pirofosfato seu precursor ativo, como também precursor de um grande espectro de 

biomoléculas como colesterol, possuindo mecanismos de polimerização similar em todas as 

vias biossínteticas (LEHNINGER, 2006). 

 

Figura 8 – Visão geral da biossíntese dos isoprenóides. 

 
Fonte: Lehninger (2006). 
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2.9.3 Vitamina K  

 

A vitamina K é conhecida pela sua função de elevada importância para o organismo 

humano, que é ser um fator anti-hemorrágico. Ela foi descoberta em 1929 por Henrik Dam. 

Possui um nome genérico que é dado diversos compostos altamente relacionados entre si que 

atuam como co-fatores da enzima γ-glutamilcarboxilase. Esta denominação conhecida de 

vitamina K provém da primeira letra da palavra dinamarquesa koagulation (MOURÃO et al., 

2005; KLACK & CARVALHO, 2006).  

Esta vitamina tem ampla distribuição nos alimentos, sendo presente no grupo de 

vegetais folhosos verde onde se concentra em maior concentração, como, por exemplo, 

espinafre, brócolis e alguns tipos de alface. As fontes secundárias de vitamina K são disponíveis 

em alta concentração em óleos e gorduras: óleos de soja, canola, algodão, oliva, amendoim e 

de milho (FERREIRA et al., 2006). A proporção de vitamina K encontrada nos alimentos é 

influenciada por um conjunto de fatores como a fertilização e condições do solo, clima, área 

geográfica, estado de maturação e variação sazonal (DAMON et al., 2005). 

As formas mais comuns de vitamina K encontradas (FIGURA 9) são: - Filoquinona 

(vitamina K1) que é a forma predominante, presente nos vegetais, sendo os óleos vegetais e as 

hortaliças suas fontes mais significativas. - Menaquinona (vitamina K2), sintetizada por 

bactérias no trato intestinal de humanos e animais, presente em produtos animais e alimentos 

fermentados. - Menadiona (vitamina K3) que é um composto sintético a ser convertido em K2 

no intestino (KLACK & CARVALHO, 2006; DÔRES; PAIVA; CAMPANA, 2001). 

 

Figura 9 – Estrutura molecular plana biologicamente ativas da vitamina K: 1- Filoquinona, 2- Menadiona, 3- 

Menaquinona. 

 
Fonte: Andrade (2013). 

 

Uma característica do anel da vitamina K é sofrer um ciclo de oxidação e redução, com 

o objetivo de produzir a protrombina ativa. Esta proteína é encontrada no plasma sanguíneo, 
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sendo importante para a formação do coágulo sanguíneo. Ela atua na quebra de determinadas 

ligações peptídicas do fibrinogênio, para transformá-lo em fibrina, uma proteína fibrosa que é 

responsável pela estrutura e forma do coágulo sanguíneo (LEHNINGER, 2006). Pode-se 

afirmar que o ciclo de vitamina K, é considerado uma via de recuperação da vitamina, presente 

em quantidades nanomolares no fígado e em outros tecidos (OLSON, 1999; DÔRES; PAIVA; 

CAMPANA, 2001).  

As funções da vitamina K são: participar do mecanismo da coagulação sanguínea, sendo 

essencial para a síntese da protrombina; participa da síntese de proteínas presentes no plasma e 

rins e a carboxilação da vitamina K está envolvida na homeostase, metabolismo ósseo e 

crescimento celular (DÔRES; PAIVA; CAMPANA, 2001). Além disso, a vitamina K2 possui 

efeitos inibitórios do crescimento de várias células cancerígenas, e redução do risco dos eventos 

mutagênicos na fase de crescimento celular rápida em fetos e recém-nascidos (KLACK & 

CARVALHO, 2006). 

A síntese de proteínas da coagulação dependentes de vitamina K ocorre no fígado, por 

isso ele é considerado o maior órgão de estoque das vitaminas K. No entanto, o osso cortical 

possui uma quantidade de vitamina K semelhante ao fígado, levando o mesmo a funcionar como 

um fornecedor de filoquinona. No plasma do sangue, o espectro das vitaminas K circulantes é 

bem menor do que os encontrados nos estoques hepáticos (DÔRES; PAIVA; CAMPANA, 

2001; KLACK & CARVALHO, 2006). 

 

2.9.4 Vitamina D  

 

A vitamina D é um hormônio esteroidal, que interage com ossos, glândulas 

paratireóides, rins e intestinos, cuja função principal consiste na regulação da homeostase do 

cálcio, formação e reabsorção óssea (BARRETT & BARRETT, 2003; CARVALHO & 

BARGE, 2011). Por causa do papel da vitamina D no metabolismo do cálcio, a mesma tem sido 

amplamente utilizada na prevenção e tratamento da osteoporose e osteomalácia. Portanto, pode-

se afirmar que esta é uma vitamina lipossolúvel indispensável a vários processos fisiológicos. 

Ela pode ocorre através de duas formas: a vitamina D3 (FIGURA 7), também chamada de 

colecalciferol, produzida por meio de uma reação fotoquímica, catalisada pela radiação 

utravioleta (UV) da luz solar sobre o 7-deidrocolesterol presente na pele. A vitamina D3 tem 

como característica não ser biologicamente ativa, mas enzimas do fígado e dos rins convertem-

na em 1,25-diidroxicolecalciferol, hormônio que regula a absorção do cálcio no intestino e o 
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seu nível nos rins e ossos, através da expressão gênica (LEHNINGER, 2006; BARRAL et al., 

2007). A vitamina D2, o ergocalciferol (FIGURA 10), é comercializada como um produto 

sintético obtido a partir da radiação da luz ultravioleta sobre o ergosterol de leveduras. Ela 

possui semelhanças estruturais com vitamina D3, porém apresenta algumas alterações na cadeia 

lateral, mas ambas têm os mesmos efeitos biológicos (LEHNINGER, 2006; DANTAS; 

DUARTE; MARQUES, 2009). 

 

Figura 10 – Estrutura molecular plana do 1 – Colecalciferol ou vitamina D3, 2 - Ergocalciferol ou vitamina D2. 

 
Fonte: Andrade (2013). 

 

A formação endógena nos tecidos cutâneos após a exposição à radiação ultravioleta B é 

a principal fonte de produção da vitamina D (DANTAS; DUARTE; MARQUES, 2009; 

MARQUES et al., 2010). Portanto, a maioria dos humanos depende de uma adequada exposição 

ao sol para satisfazer suas necessidades diárias. Entretanto o processo de síntese da vitamina D 

é influenciado por diversos fatores, principalmente os que diminuem a sua produção. Dentre 

este, pode-se citar o caso das pessoas que vivem em latitudes mais ao norte, em locais de maior 

poluição, de pele morena, que desenvolva atividades em locais fechados, que usam roupas que 

cobrem quase toda a superfície corporal ou usam protetor solar, visto que a exposição à radiação 

solar está limitada. Também tem que se levar em consideração o fato que, a síntese desta 

vitamina está diminuída no inverno e durante a noite (WAGNER & GREER, 2008; 

CARVALHO & BARGE, 2011). Entretanto, há outra fonte alternativa e menos eficaz de se 

obter vitamina D, através da dieta, com consumo de produtos com suplementação. Através da 

alimentação é possível adquirir a partir de fontes vegetais, o ergocalciferol (ou vitamina D2) e, 

a partir de fontes animais, colecalciferol (ou vitamina D3). São especialmente ricos em vitamina 

D os peixes gordos, óleo de peixe e gema de ovo (DANTAS; DUARTE; MARQUES, 2009). 
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Figura 11 – Produção e Metabolismo da vitamina D. 

 
Fonte: Lehninger (2006). 

 

Outra função de relevância para a vitamina D (FIGURA 11) é a homeostase do cálcio, 

além disso, diversos estudos relatam que a forma ativa da vitamina D apresenta atividade 

biológica. Os efeitos mais complexos, em relação ao organismo são os que contribuem para a 

prevenção, tratamento e aumento da imunidade contra algumas doenças, principalmente as 

autoimunes (MARQUES et al., 2010). Uma das atividades biológicas da vitamina D que vem 

se destacando é a intensificação da atividade antimicrobiana, mediada por peptídeos endógenos 

(catelicidina e defensina), em monócitos, neutrófilos e outras linhagens celulares. Como 

exemplo, pode-se verificar que a vitamina D inibiu o crescimento de Mycobacterium 

tuberculosis por macrófagos humanos através da indução do sistema imune inato, levando à 

produção de catelicidina (DANTAS; DUARTE; MARQUES, 2009; MARQUES et al., 2010; 

MARTINEAU; TIMMS; BOTHAMLEY, 2011; MUSZKAT et al., 2010). 

 

2.9.5 Vitamina E  

 

A vitamina E é a principal vitamina encontrada no plasma e na partícula de lipoproteína 

de baixa densidade. Em fontes naturais ela é encontrada em alimentos de origem vegetal, 

principalmente nos vegetais verde-escuros, nas sementes oleaginosas. Esta foi isolada pela 

primeira vez em 1936, a partir do óleo essencial de gérmen de trigo, tendo como característica 

ser uma substância insolúvel em água. Sua síntese foi realizada posteriormente, em 1938, pelo 

químico suíço Paul Karrer (CHORILLI; LEONARDI; SALGADO, 2007). Hoje, sabe-se que 

ela é encontrada na natureza em oito isoformas, todas são lipossolúveis, as quais são divididas 

em dois grupos: tocoferol e tocotrienóis (BATISTA; COSTA; PINHEIRO-SANT’ANA, 2007). 

Sendo os grupos tocoferois (alfa, beta, gama e delta-tocoferol) e tocotrienóis (alfa, beta, gama 

e delta-tocotrienóis) (FIGURA 11) apresentam uma longa cadeia lateral isoprenóide saturada e 

insaturada, respectivamente, com anel aromático substituído, que determina o tipo de isoforma 
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(LEHNINGER, 2006). O processo de metabolização dessas substâncias é diferenciado, embora 

o método de absorção intestinal seja igual. A diferenciação de ambas as formas ocorre no fígado 

(GUINAZI, 2004; BATISTA; COSTA; PINHEIRO-SANT’ANA, 2007). 

 

Figura 12 – Estrutura molecular plana das isoformas dos grupos 1- Tocoferol e 2- Tocotrienóis. 

‘  
Fonte: Andrade (2013). 

 

A mais abundante isoforma biologicamente ativa da vitamina E e mais potente 

antioxidante deste micronutriente é o alfa-tocoferol (FIGURA 13), como também esta é a 

isoforma mais explorada, sendo a única que atende as exigências nutricionais para humanos 

(MÁRQUEZ et al., 2002; CATANIA; BARROS; FERREIRA, 2009; DIMENSTEIN et al., 

2011). Por serem hidrofóbicos, os tocoferóis interagem com a membrana celular, depósitos 

lipídicos e lipoproteínas do sangue (LEHNINGER, 2006). 

Existe um interesse cada vez mais intenso pela vitamina E devido as suas atividades 

biológicas, especialmente, pelas funções que esta desempenha no organismo como antioxidante 

biológico, sendo capaz de retardar o envelhecimento e proteger o organismo de doenças 

crônicas não transmissíveis, como Parkinson, Alzheimeir, quadros infecciosos e reumáticos, 

câncer e enfermidades cardiovasculares. Ela também protege os tecidos adiposos do ataque de 

radicais livres, sendo capaz de inibir o crescimento das células malignas e atua na modulação 

da sinalização celular e na transcrição de genes (BATISTA et al., 2007; MÁRQUEZ et al., 

2002; CHORILLI; LEONARDI; SALGADO, 2007; BERG, 2010). Com o anel aromático 

presente na estrutura da vitamina E associa-se com as formas reativas dos radicais de oxigênio 

e outros radicais livres destruindo-os, isto tem como resultado a proteção de lipídeos da 

membrana e os ácidos graxos insaturados e contra a oxidação, evitando assim danos oxidativos 

que geram a fragilidade celular (LEHNINGER, 2006). 
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Figura 13 – Estrutura molecular plana do α – tocoferol (Vitamina E). 

 
Fonte: Andrade (2013). 

 

2.9.6 Colesterol 

 

O colesterol é uma substância natural, indispensável ao organismo humano, e todas as 

células são capazes de produzi-lo a partir de um simples precursor, portanto, não é necessária 

sua ingestão pela dieta. Tem característica química complexa do tipo lipídio-esteróide. Nos 

animais ela encontra-se em todos os tecidos, mas especialmente concentrado no fígado, nos 

rins, nas glândulas suprarrenais e no cérebro (BRANDÃO et al., 2005; LEHNINGER, 2006). 

A estrutura molecular do colesterol (FIGURA 14) é composta por 27 átomos de carbonos que 

são fornecidos a partir de um único precursor o acetato, e unidades de isoprenóides que é 

intermediário na via de biossíntese do colesterol. Nos mamíferos a síntese de colesterol está 

sobre controle hormonal, sendo reguladas pelos hormônios glucagon e insulina e pode ser 

inibida pela concentração de colesterol intracelular. O colesterol é transportado no plasma 

sanguíneo como lipoproteínas (LEHNINGER, 2006).   

                               

Figura 14 – Estrutura molecular plana do Colesterol. 

 
Fonte: Andrade (2013). 

 

Pode-se afirmar que o colesterol é composto vital para o organismo, porque o mesmo 

participa de inúmeros processos biológicos, com destaque para a síntese de membranas, de 

alguns órgãos (glândula adrenal e gônadas), nos tecidos nervosos, desempenha papel isolante, 
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semelhante ao da capa de fios elétricos, além de ser utilizado como precursor para produção 

dos hormônios esteroides e da vitamina D (BRANDÃO et al., 2005; LEANÇA et al., 2010).  

Além disso, é importante relatar, que a fluidez da membrana se relaciona à presença de cadeias 

insaturadas dos fosfolipídios e do colesterol presentes, e danos desta camada lipídica produzem 

efeitos dramáticos, tendem a diminuir e/ou aumentar a fluidez da membrana (MAFRA; 

ABDALLA; COZZOLINO, 1999; HAKOMORI, 2004). 

 

2.9.7 Ergosterol  

 

Além do colesterol, outro esteróide presente nas células animais é o ergosterol.  Este é 

esteroide sintetizado pelos os vegetais, fungos e parasitas, sendo relacionado com o colesterol, 

o ergosterol. Este utiliza a mesma via biossíntetica, até o passo do esqualeno. Nessa etapa as 

vias se modificam ligeiramente e outros esteroides são produzidos, nos vegetais, o estigmasterol 

e nos fungos o ergosterol (LEHNINGER, 2006). 

O ergosterol (FIGURA 15) é uma molécula lipídica de fungos, derivado do colesterol.  

Este é específico e responsável por várias características físicas importantes para viabilidade 

celular, tais como estrutura, permeabilidade e alteração da fluidez das membranas, e tem um 

papel importante na respiração mitocondrial e fosforilação oxidativa (BOSSCHE; ENGELEN; 

ROCHETTE, 2003; LOGUERCIO-LEITE et al., 2006; ARGENTA, 2008; URBINA, 2009). 

Danos causados pela inibição da síntese do ergosterol podem resultar em alterações na 

permeabilidade da membrana plasmática e inibição da proliferação de todas as fases do ciclo 

de vida (SANTOS & CARVALHO, 2001; THEVISSEN et al., 2003; LOGUERCIO-LEITE et 

al., 2006; URBINA, 2009). Contudo sua ausência também afeta o citocromo C oxidase nas 

mitocôndrias e aumenta a síntese de quitina, principal componente da parede celular dos fungos, 

resultando em uma destruição irregular da mesma (MORETTI, 2003; ARGENTA, 2008). A 

atividade de várias vias metabólicas é alterada conforme os níveis de ergosterol são modificados 

(ARGENTA, 2008). 
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Figura 15 – Estrutura molecular plana do Ergosterol. 

 
Fonte: Andrade (2013). 
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3 MATERIAIS E MÉTODOS 

 

3.1 ORIGEM E PREPARO DO MATERIAL NATURAL 

 

O ácido tânico, vitaminas lipossolúveis D (colicalciferol), E (alfa-tocoferol) e K 

(menadiona), ergosterol, colestol, todas foram obtidas através da SIGMA Chemical Co.,St. 

Louis, E.U.A. Para os ensaios microbiológicos, todas as substâncias foram inicialmente 

solubilizadas em Dimetilsufóxido (DMSO) e depois diluidas em água, com exceção da vitamina 

K (menadiona) esta foi diluída apenas em DMSO e sendo posteriormente realizado um controle 

de DMSO para esta substância. A concentração de DMSO contido nas amostras não é 

considerada tóxica para as células, abaixo de 10%.  Os inibidores de bomba de efluxo utilizados 

foram: Carbonyl Cyanide m-ChloroPhenyl-hydrazone, Phenylalanine Arginyl β-

Naphthylamide e Clopromazina, aquiridas através da SIGMA Chemical Co.,St. Louis, E.U.A, 

solubilizados em água.  

 

3.1.2 Meios de culturas 

 

Os meios de culturas utilizados foram os seguintes: Heart Infusion Agar (HIA, Difco 

laboratorises Ltda.), Brain Heart Infusion (BHI, difco Laboratories Ltda.), e Glicerol. 

 

3.1.3 Micro-organismos 

 

As cepas de S. aureus usadas foram: RN4220 portadora do plásmido pUL5054, que 

transporta o gene que codifica referente a proteína MsrA  de efluxo de macrolidio; IS-58, dotada 

do plasmídeo PT181 portadora do gene da proteína de efluxo de tetraciclina TetK; 1199B cepa 

resistente a fluroquinolonas hidrofílicas via proteína de efluxo NorA e a cepa selvagem 1199 

referente a mesma (TABELA 1).  As cepas foram gentilmente cedidas pela Prof. S. Gibbons 

(University of London). Todas as cepas formam inicialmente mantidas em ágar sangue para 

comprovar o tipo de cepa (Laboratórios Difco Ltda., Brazil), depois foram transferidas para o 

estoque. Sendo mantidas em dois estoques: um em Heart Infusion Agar slants (HIA, Difco) a 

4º C e outro mantido em glicerol em freezer -80 º C. A cepa portadora de plasmídeo foi mantida 

e meio de cultura sobre condições sub-inibitória de antibiótico com o objetivo do gene do 

plasmídeo ser expresso e não ser perdido. 
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Tabela 1 – Linhagens utilizadas nos ensaios de efluxo. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: Elaborada pelo autor (2017). 

 

3.1.4 Origem e preparo dos antibióticos e do brometo de etídio 

 

Os antibióticos utilizados foram específicos para as bombas de cada bactéria: 

Eritromicina para a bomba MrsA contido na cepa RN4220; Tetraciclina para a bomba Tet k 

contida na cepa IS-58; e Norfloxacina para a bomba NorA contida na cepa 1199B, com também 

esse antibiótico foi utilizado para a cepa selvagem. Todos os antibióticos foram inicialmente 

dissolvidos em DMSO a 10 mg/mL e posteriormente diluídos em água, diminuindo a 

concentração para 1024 µg/mL. O brometo de etídeo foi diluído em água em uma concentração 

de 1024 µg/mL. Tantos os antibióticos quanto o brometo de etídio foram obtidas pela da 

SIGMA Chemical Co. St. Louis, E.U.A. 

 

3.1.5 Preparo e padronização dos inóculos  

 

Nos ensaios de Concentração Inibitória Mínima (CIM) foram preparados inóculos 

oriundos a partir dos estoques. Desse estoque foi cultivado novamente em meio sólido Heart 

Infusion Agar slants e mantido a 37 ºC. A partir desse meio sólido foi feito inóculo utilizando 

tubos de ensaio contendo solução salina estéril, e esse inóculo teve com base a escala Mcfarland 

0.5 que corresponde a 105 UFC (Unidades Formadoras de Colônias). Esse método padrão de 

inoculo foi utilizado tanto nos ensaios de CIM das substâncias quanto na verificação de inibição 

de bomba de efluxo.  

Linhagem Gene Proteína (Antibiótico 

ou classe) 

1199B 

1199(Selvagem) 

NorA 

__ 

NorA (Norfoxacina) 

__ 

IS-58 Plasmídeo 

PT181(Tet(K)) 

Tet (K)(Tetraciclina) 

RN4220 Plasmídeo 

Pul5054(MsrA) 

MRSA(Eritromicina) 
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3.2 ENSAIOS DE CONCENTRAÇÃO INIBITÓRIA MÍNIMA  

 

Foi realizado o ensaio de concentração inibitória mínima de todas as substâncias de 

origem natural. Também foi realizado com o brometo de etídeo e com os antibióticos para 

confirmar o nível de resistência corroborando com a presença da bomba. A partir do estoque 

em meios sólido HIA foi feito uma repicagem em HIA e mantido em estufa bacteriológica a 37 

ºC por 24h. Após esse período foi utilizado inóculos em solução salina de acordo com a escala 

de Mcfarland 0,5 que corresponde a 105 UFC (Unidade Formadora de Colônia). Seguindo os 

ensaios, foi preparado o meio de distribuição em eppendorfs utilizado 100 µL do inóculo em 

900 µL do meio de cultura liquido BHI. Posteriormente o conteúdo do eppendorf foi transferido 

para placa de microdiluição de 96 poços, em sentido horizontal. Sendo que foi utilizado 100 µL 

em cada poço, perfazendo 10 poços. Após essa etapa, foi realizada a microdiluição das 

substâncias sendo 100 µL nesse meio até penúltima cavidade (1:1). Na última cavidade não foi 

adicionada por ser o controle de crescimento. As concentrações variaram de 1024 µg/mL a 2 

µg/mL. Após 24h foi realizada a leitura das placas por visualização de mudança de cor do meio 

caracterizado pela adição de 20 µL de resazurina (7-hidroxi-3H-fenoxazina-3-ona 10-óxido). A 

leitura desse experimento tem como característica, a mudança de cor do meio de azul para 

vermelho indicando à presença de crescimento bacteriano e a permanência em azul, a ausência 

de crescimento. Todos os experimentos foram realizados em triplicatas. 

                                 

Figura 16 – Ensaio de concentração inibitória mínima. 

  
Fonte: Elaborada pelo autor (2017). 
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3.3 ENSAIOS DE INIBIÇÃO DE BOMBA DE EFLUXO POR REDUÇÃO DO CIM DO 

BROMETO DE ETÍDEO 

 

Para verificar o efeito de redução do CIM do brometo de etídeo, foi utilizado inóculos 

a partir de placas incubadas em estufa bacteriológica por 24h a 37 ºC com o repique do estoque. 

Após esse período foi utilizado inóculos em solução salina de acordo com Mcfarland 0.5 que 

corresponde a 105 UFC (Unidades Formadoras de Colônias). Como etapa inicial, foi preparado 

em eppendorfs o meio de distribuição do teste e do controle. No teste foram colocados 150 µL 

do inóculo, mais substância em concentração sub-inibitória (CIM/8) e completado o volume do 

eppendorf até o volume de 1,5 mL. Para o controle foi colocado o mesmo volume de inoculo 

do teste e completado o volume do eppendorf até 1,5 mL. Em seguida foram transferidos para 

placas de microdiluição de 96 poços, com distribuição vertical, caracterizada pela adição de 

100 µL do conteúdo do eppendorf em cada poço. Após essa etapa foi realizada a microdiluição 

do brometo de etídeo, sendo 100 µL nesse meio até penúltima cavidade (1:1). A solução de 

brometo de etídeo utilizada neste ensaio foi à citada anteriormente. Na última cavidade não foi 

adicionada por ser o controle de crescimento. As concentrações variaram de 1024 µg/mL a 0,5 

µg/mL. Após 24h foi realizado a leitura das placas por visualização de mudança de cor do meio 

caracterizado pela adição de 20 µL resazurina (7-hidroxi-3H-fenoxazina-3-ona 10-óxido). 

Sendo que, a leitura tem como característica a mudança de cor do meio de azul para vermelho 

indicando à presença de crescimento bacteriano e a permanência em azul a ausência de 

crescimento. A redução do CIM do brometo de etídeo ou de antibiótico específico, em cepas 

portadoras de bomba de efluxo, é um indicativo de inibição de bomba de efluxo. Todos os 

experimentos foram realizados em triplicatas. Esse ensaio com brometo de etídeo foi realizado 

apenas para o ácido tânico.  

 

3.4 ENSAIOS DE INIBIÇÃO DE BOMBA DE EFLUXO POR REDUÇÃO DO CIM DO 

ANTIBIÓTICO 

 

Para verificar o efeito de redução do CIM do antibiótico, foi utilizado inóculos a partir 

de placas incubadas em estufa bacteriológica por 24h a 37 ºC com o repique do estoque. Após 

esse período foi utilizado inóculos em solução salina de acordo com a escala de Mcfarland 0.5 

que corresponde a 105 UFC. Como etapa inicial foi preparado em eppendorfs o meio de 

distribuição do teste e do controle. No teste foram colocados 150 µL do inóculo, mais substância 
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em concentração sub-inibitória (CIM/8) e completado o volume do eppendorf até o volume de 

1,5 mL. Para o controle foi colocado o mesmo volume de inóculo do teste e completado o 

volume do eppendorf até 1,5 mL. Em seguida foram transferidos para placas de microdiluição 

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

eppendorf em cada poço. Após essa etapa foi realizada a microdiluição do antibiótico, sendo 

100 µL nesse meio até penúltima cavidade (1:1). Na última cavidade não foi adicionada por ser 

o controle de crescimento. As concentrações variaram de 1024 µg/mL a 0,5 µg/mL. A solução 

do antibiótico utilizada foi à preparada anteriormente, sendo que para cada cepa foi utilizado 

um antibiótico específico para uma bomba de efluxo presente. Após 24h foi realizado a leitura 

das placas por visualização de mudança de cor do meio caracterizado pela adição de 20 µL de 

resazurina (7-hidroxi-3H-fenoxazina-3-ona 10-óxido). Sendo que, a leitura tem como 

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

crescimento bacteriano e a permanência em azul a ausência de crescimento. Todos os 

experimentos foram realizados em triplicatas. A redução do CIM do brometo de etídeo ou de 

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

bomba de efluxo.  

 

Figura 17 – Placas com rezasurina para a leitura do ensaio de redução do CIM pela bomba de efluxo. 

  
Fonte: Elaborada pelo autor (2018). 

 

3.5 ANÁLISE ESTATÍSTICA DOS RESULTADOS MICROBIOLÓGICOS  

 

Os resultados dos testes foram feitos em triplicate e expressandos em média geométrica. 

Na análise estatística foi utilizada ANOVA de uma via, seguida do post hoc Tukey ou 

Bonferroni usando GraphPad Prism 5.0.  Em algumas análises foi utilizado o teste T. 
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4 RESULTADOS E DISCUSSÕES 

 

4.1 ARTIGO 1: EVALUATION OF THE TANNIC ACID INHIBITORY EFFECT AGAINST 

THE NORA EFFLUX PUMP OF STAPHYLOCOCCUS AUREUS. PUBLICADO 

(MICROBIAL PATHOGENESIS). REVISTA B1 BIOTECNOLOGIA (FATOR DE 

IMPACTO = 2,0) 
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4.2 ARTIGO 2: TANNIC ACID AFFECTING THE RESISTANCE PHENOTYPE OF 

STAPHYLOCOCCUS AUREUS RESISTANT TO TETRACYCLINE AND 

ERYTHROMYCIN BY INHIBITION OF EFFLUX PUMPS. PUBLICADO (BIOORGANIC 

& MEDICINAL CHEMISTRY) A2 BIOTECNOLOGIA (FATOR DE IMPACTO = 3,2) 
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4.3 ARTIGO 3: ACTION OF CHOLECALCIFEROL AND ALPHA-TOCOPHEROL ON 

STAPHYLOCOCCUS AUREUS EFFLUX PUMPS. PUBLICADO (JOURNAL 

EXPERIMENTAL AND CLINICAL SCIENCES). REVISTA B2 BIOTECNOLOGIA 

(FATOR DE IMPACTO = 1,4) 
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4.4 ARTIGO 4. CHOLESTEROL AND ERGOSTEROL AFFECT THE ACTIVITY OF 

STAPHYLOCOCCUS AUREUS ANTIBIOTIC EFFLUX PUMPS. PUBLICADO 

(MICROBIAL PATHOGENESIS). REVISTA B1 BIOTECNOLOGIA (FATOR DE 

IMPACTO = 2,0) 
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4.5 ARTIGO 5: VITAMIN K ENHANCES THE EFFECT OF ANTIBIOTICS INHIBITING 

THE EFFLUX PUMPS OF STAPHYLOCOCCUS AUREUS STRAINS. PUBLICADO 

(MEDICINAL CHEMISTRY RESEARCH) FATOR DE IMPACTO 1,2 B2 

BIOTECNOLOGIA 
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5 CONCLUSÕES  

 

• O ácido tânico mostrou atividade clinicamente relevante, contras todas as cepas 

testadas. Entretanto o mesmo se mostrou como um composto natural, com a capacidade 

efetiva de reduzir diferentes sistemas de efluxo, igual ou melhor que inibidores 

conhecidos de bomba de efluxo. 

• Acredita-se que os ácidos tânicos podem ter sua ação direta na proteína de efluxo, assim 

inibindo sua atividade ou interferindo na expressão gênica através da interação com via 

de síntese da bomba de efluxo. 

• As substâncias esteroidais ergosterol e colesterol apresentaram comportamentos 

semelhantes contra a maioria das cepas portadoras de efluxo, não reduzindo o efluxo 

das mesmas, por não ocorrer redução da concentração inibitória mínima. O único efeito 

sinérgico observado foi com a cepa selvagem, o que não caracteriza a ação por redução 

do efluxo. E em algumas cepas foram observados efeitos antagônicos. 

• Entre as vitaminas lipossolúveis o colicalciferol mostrou capaz de inibir o efluxo, contra 

a cepa IS-58.  A inibição do efluxo não foi observada com alfa-tocoferol em nenhuma 

cepa. 

• A menadiona, além de mostrar atividade clinicamente relevante frente às cepas testadas, 

apresentou melhor resultado, de redução de efluxo, entre as vitaminas, mas 

especificamente nas cepas RN4220 e 1199B. Isto poder ser reforçado pelo fato de que 

na cepa selvagem, onde não há bomba de efluxo a concentração inibitória mínima foi 

aumentada na presença da menadiona. 

• Também é possível que a inibição do efluxo observado com vitaminas lipossolúveis 

seja responsável por desestabilização de membrana, sendo que esse efeito pode afetar a 

funcionalidade da bomba de efluxo. 
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