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RESUMO 

 

A resistência bacteriana aos antibióticos tem sido um dos maiores obstáculos para o sucesso 

na terapia antimicrobiana convencional. As bactérias desenvolveram, ao longo do tempo, 

mecanismos capazes de reduzir ou inibir a atividade terapêutica antibacteriana através dos 

sistemas de efluxo ativos. As bombas de efluxo estão presentes em espécies de bactérias, 

tanto Gram-positivas quanto Gram-negativas e são capazes de extrusar antibióticos. Estudos 

já demonstraram que alguns compostos de origem natural como os sesquiterpenos têm 

atividade inibidora de bombas de efluxo em cepas resistentes de Staphylococcus aureus. O 

objetivo da pesquisa foi analisar a ação antibacteriana e inibidora de bombas de efluxo por 

lipossomas encapsulando os sesquiterpenos nerolidol, farnesol, α-bisabolol, trans-cariofileno 

e óxido de cariofileno, através de ensaios in vitro contra bactérias de S. aureus portadoras de 

bombas de efluxo. A atividade antibacteriana direta foi avaliada pela determinação da 

concentração inibitória mínima (CIM) de cada sesquiterpeno e das suas respectivas 

formulações lipossomais. Foram utilizadas as cepas de S. aureus 1199B, IS-58, RN4220 e 

K2068, portadoras das bombas de efluxo NorA, Tet(K), MsrA e MepA respectivamente. Os 

ensaios ocorreram através de microdiluição em caldo e a leitura realizada pela adição de 

resazurina. A avaliação da inibição de bombas de efluxo foi avaliada pelo método de 

microdiluição seriada em caldo, associando-se as substancias testes aos antibióticos e ao 

brometo de etídio. A redução das CIMs do antibiótico e do brometo indicou inibição da 

resistência bacteriana. Para cada cepa utilizou-se um antibiótico especifico substrato da 

bomba de efluxo de cada bactéria. Para 1199B utilizou-se o antibiótico norfloxacina; para IS-

58 utilizou-se tetraciclina; em RN4220 aplicou-se eritromicina. A inibição de bombas de 

efluxo também foi avaliada pela medição de emissão de fluorescência do brometo de etídio, 

onde um aumento da intensidade fluorescência indicou inibição do e aprisionamento do 

brometo de etídio. Quando isolado, o nerolidol exibiu atividade antibacteriana direta contra as 

cepas IS-58 e RN4220, apresentando uma CIM de 32 µg/mL e 128 µg/mL respectivamente. O 

farnesol, α-bisabolol e óxido de cariofileno isolados apresentaram atividade antibacteriana 

direta contra S. aureus 1199B, IS-58 e RN4220 com CIMs variando entre 16 µg/mL a 512 

µg/mL. Contudo as nanoformulações lipossomais não apresentaram atividade antibacteriana 

direta com uma CIM de > 1024µg/mL. Em termos de inibição da bomba de efluxo, o 

lipossoma/farnesol, lipossoma/α-bisabolol e lipossoma/óxido de cariofileno atuaram como 

potenciais inibidores da NorA presente em S. aureus 1199B, reduzindo a CIM do brometo de 

etídio. Lipossoma/nerolidol e lipossoma/farnesol atuaram como potenciais inibidores de 

MsrA na cepa de S. aureus RN4220, reduzindo a CIM do brometo de etídio. Os 

sesquiterpenos isolados apresentaram ação significativa: o nerolidol, farnesol, trans-

cariofileno e óxido de cariofileno atuaram como possíveis inibidores de NorA e MepA; O α-

bisabolol, trans-cariofileno e óxido de cariofileno atuaram como possíveis inibidores de 

Tet(K), e o farnesol, trans-cariofileno e óxido de cariofileno isolados atuaram como inibidor 

de MsrA e MepA. Dentre todas as substâncias testadas, o nerolidol, trans-cariofileno e óxido 

de cariofileno isolados destacaram-se pela potente inibição da NorA. No entanto, são 

necessários para descrever os alvos moleculares envolvidos nestes mecanismos. 

 

 

Palavras-Chave: Bomba de efluxo; Lipossoma; Resistência bacteriana; Sesquiterpenos 

Staphylococcus aureus. 

 



     

 

ABSTRACT 

 

Bacterial resistance to antibiotics has been one of the major obstacles to success in 

conventional antimicrobial therapy. Over time, bacteria have developed mechanisms capable 

of reducing or inhibiting the therapeutic activity of antimicrobials through active efflux 

systems. Efflux pumps are present in various bacterial species, both Gram-positive and Gram-

negative, and can extrude antibiotics from various classes. Several studies have demonstrated 

that certain natural compounds, such as sesquiterpenes, have efflux pump inhibitory activity 

in resistant strains of Staphylococcus aureus. This study aims to analyze the antibacterial and 

efflux pump inhibitory action of liposomes encapsulating sesquiterpenes nerolidol, farnesol, 

α-bisabolol, trans-caryophyllene, and caryophyllene oxide. The evaluation was conducted 

through in vitro tests against S. aureus bacteria carrying efflux pumps. Direct antibacterial 

activity was assessed by determining the minimum inhibitory concentration (MIC) of each 

sesquiterpene and its respective liposomal formulations. Strains of S. aureus 1199B, IS-58, 

RN4220, and K2068, carrying the efflux pumps NorA, Tet(K), MsrA, and MepA, 

respectively, were used. Tests were conducted through broth microdilution, and readings were 

performed by adding resazurin. The evaluation of efflux pump inhibition was assessed by the 

serial broth microdilution method, combining test substances with antibiotics and ethidium 

bromide. Reduction in MIC of the antibiotic and bromide indicated inhibition of bacterial 

resistance. Specific antibiotics that are substrates for the efflux pump of each bacterium were 

used for each strain: norfloxacin for 1199B, tetracycline for IS-58, and erythromycin for 

RN4220. Efflux pump inhibition was also assessed by measuring the fluorescence emission of 

ethidium bromide, where an increase in fluorescence intensity indicated inhibition and 

trapping of ethidium bromide. When isolated, nerolidol exhibited direct antibacterial activity 

against IS-58 and RN4220 strains, with MICs of 32 µg/mL and 128 µg/mL, respectively. 

Farnesol, α-bisabolol, and caryophyllene oxide isolated showed direct antibacterial activity 

against S. aureus 1199B, IS-58, and RN4220 with MICs ranging from 16 µg/mL to 512 

µg/mL. However, liposomal nanoformulations did not exhibit direct antibacterial activity with 

an MIC of > 1024 µg/mL. In terms of efflux pump inhibition, liposome/farnesol, liposome/α-

bisabolol, and liposome/caryophyllene oxide acted as potential inhibitors of NorA in S. 

aureus 1199B, reducing the MIC of ethidium bromide. Liposome/nerolidol and 

liposome/farnesol acted as potential inhibitors of MsrA in the strain of S. aureus RN4220, 

reducing the MIC of ethidium bromide. The isolated sesquiterpenes showed significant 

action: nerolidol, farnesol, trans-caryophyllene, and caryophyllene oxide acted as potential 

inhibitors of NorA and MepA; α-bisabolol, trans-caryophyllene, and caryophyllene oxide 

acted as potential inhibitors of Tet(K), and farnesol, trans-caryophyllene, and caryophyllene 

oxide isolated acted as inhibitors of MsrA and MepA. Among all the substances tested, 

nerolidol, trans-caryophyllene, and caryophyllene oxide isolated stood out for their potent 

inhibition of NorA, showing action even more effective or equivalent to CCCP. Further 

studies are needed to describe the molecular targets involved in these mechanisms. 

 

Keywords: Bacterial resistance; Efflux pump; Liposome; Sesquiterpenes; Staphylococcus 

aureus. 
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1 INTRODUÇÃO 

 

A resistência bacteriana a antibióticos tem sido um dos maiores obstáculos para o 

sucesso na terapêutica antimicrobiana convencional. As bactérias desenvolveram, ao longo 

dos tempos, mecanismos capazes de reduzir ou inibir a atividade terapêutica dos fármacos 

antimicrobianos. Dentre os mecanismos de resistência aos antibióticos, pode-se destacar: a 

redução da concentração do antibiótico no interior da célula devido à existência de sistemas 

de efluxo ativos (sistemas MDR), alteração do alvo do antibiótico por mutação espontânea 

e/ou por alteração estrutural, através de sistemas de inativação enzimática (por exemplo, 

bactérias produtoras de beta-lactamase) e alterações de permeabilidade da membrana 

plasmática (Luo et al., 2024). 

Em sua grande maioria, a resistência aos antibióticos consiste em um fenômeno 

natural e do caráter evolutivo e adaptativo das bactérias. Porém, o comportamento humano 

tem sido decisivo para os níveis alarmantes de multirresistência alcançados, onde o principal 

fator diz respeito ao uso abusivo e indiscriminado de antibacterianos, muitas vezes sem 

nenhuma necessidade (González-Bello, 2017).  

Para bloquear os mecanismos de resistência das bactérias muitas pesquisas têm 

mostrado a aplicabilidade de plantas que apresentem atividade antibacteriana comprovada ou 

substâncias naturais com elevado potencial de inibir as infecções por bactérias. As plantas 

medicinais nativas da flora brasileira têm se apresentado como uma fonte promissora de 

princípios ativos com atividade antimicrobiana (Oliveira et al., 2006; Almeida et al., 2013). 

Estes produtos naturais têm sido amplamente utilizados em associação com fármacos 

convencionais no tratamento de diversas patologias, especialmente aquelas causadas por 

microrganismos. Dentre eles, destacam-se os óleos essenciais presentes nos produtos vegetais, 

que são misturas orgânicas de compostos hidrofóbicos, tais como sesquiterpenos, 

monoterpenos e fenilpropanoides (Probst, 2012).  

Os sesquiterpenos (farnesol, nerolidol, α-bisabolol, cariofileno e trans-cariofileno) e 

monoterpenos (geraniol, mentol, linalol e o citral) são constituintes voláteis extraídos de 

plantas medicinais e ervas aromáticas com atividades antimicrobianas e anti-herbivoria. Esses 

ativos podem apresentar, além de atividade antibacteriana direta, uma significativa atividade 

inibidora da resistência aos antibióticos, aumentando a eficácia destes fármacos contra 

bactérias multirresistentes (Diaz et al., 2010; Pinto et al., 2013). Os sesquiterpenos constituem 

uma classe de terpenoides estruturalmente variada com importante papel na composição de 

óleos essenciais, sendo sintetizados pela condensação de unidades pentacarbonadas, o 
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difosfato de isopentenila e seu isômero difosfato de dimetilalila, conferindo características 

lipossolúveis (Aharoni et al., 2006; Homem, 2015).  

Nesse sentido, a aplicabilidade dos compostos terpenoides encontra dificuldade de 

transporte através do plasma sanguíneo. Diante disso, nos últimos tempos, muitos estudos têm 

testado o uso de tecnologias capazes de facilitar esse processo, tais como o 

nanoencapsulamento lipossamal. A utilização de nanoformulações lipossomais facilita a 

aplicação e o transporte de substância de baixa solubilidade no plasma (Rodríguez et al., 

2016). 

Os lipossomas são vesículas esféricas formadas de bicamadas fosfolipídicas 

concêntricas que espontaneamente se formam em solução aquosa. Esta membrana de 

bicamada lipídica envolve um núcleo aquoso onde drogas hidrofílicas podem ser 

encapsuladas, enquanto drogas lipofílicas podem ser aprisionadas na membrana. Sua 

similaridade com membranas biológicas permite que seus conteúdos tenham maior interação 

com as células, favorecendo a endocitose e que sejam utilizadas doses menores do fármaco, 

diminuindo o risco de efeitos adversos e a bioacumulação no sítio alvo (Chorilli et al., 2004; 

Rodríguez et al., 2016; Camilo et al., 2020). 

Este trabalho objetiva a análise da ação antibacteriana e inibitória de bombas de efluxo 

por lipossomas, encapsulando sesquiterpenos nerolidol, farnesol, α-bisabolol, trans-

cariofileno e óxido de cariofileno, avaliados através de testes in vitro, frente as bactérias 

resistentes de Staphylococcus aureus 1199B, IS-58, RN4220 e K2068.  Pretende-se também 

traçar um comparativo entre o efeito dos sesquiterpenos isolados e em formulação lipossomal, 

sobre a resistência aos antibióticos em linhagens de S. aureus portadoras de bombas de 

efluxo, avaliando as variações da concentração inibitória mínima.  
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2. OBJETIVOS 

2.1 Objetivo Geral 

 Comparar o efeito potencializador da atividade antibiótica dos sesquiterpenos farnesol, 

nerolidol, α-bisabolol, trans-cariofilenio e óxido de cariofileno na forma isolada e em 

nanoformulação lipossomal (NfL), visando redução da concentração inibitória 

mínima.  

 

2.2 Objetivos Específicos 

 Avaliar a atividade antibacteriana intrínseca e associada a antibióticos dos 

sesquiterpenos contra linhagens MDR de Staphylococcus aureus. 

 Verificar a capacidade dos sesquiterpenos em inibir o funcionamento de bombas de 

efluxo em linhagens de S. aureus portadoras desses mecanismos de resistência; 

 Identificar a possibilidade de interações entre os sesquiterpenos isolados e em 

nanoformulações lipossomais (NfL) com as principais proteínas do sistema de efluxo 

ou com a membrana bacteriana por meio de análises in silico; 

 Avaliar a inibição do sistema de efluxo por meio da redução da expressão gênica e da 

fluorescência do brometo de etidio em decorrência da interação com os sesquiterpenos 

isolados e em NfL; 

 Avaliar o potencial inibidor do mecanismo de efluxo por meio de ensaios in vitro, in 

silico e de inibição da expressão gênica, visando a obtenção de um produto que 

melhore a eficácia de antibióticos já disponíveis no mercado. 
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3 REFERENCIAL TEÓRICO 

 

3.1 Staphylococcus aureus 

 

O Staphylococcus aureus é uma das 33 espécies de bactérias gram-positivas que fazem 

parte da família Staphylococcaceae, que apresenta como principal característica o 

agrupamento em cachos de uvas, mas que também podem ser identificados na coloração de 

gram isolados, aos pares e em cadeias curtas (Gordon et al., 2021). 

Descrita em 1880, em abcessos cirúrgicos pelo cirurgião escocês Alexandre Ogston, a 

bactéria S. aureus é um microorganismo gram-positivo anaeróbico facultativo, capaz de 

crescer por fermentação ou respiração aeróbica, imóvel e não esporulado. Sua denominação é 

resultado da coloração amarela ou dourada que a colônia apresenta em meio de cultura 

(Tintino, 2021). 

A parede celular do S. aureus é típica das bactérias Gram-positivas (Figura 1), com 

uma espessa camada de peptideoglicano (mureína) e moléculas antigênicas como os ácidos 

tecoicos e poliotecoicos, proteína A, adesinas e cápsula.  

 
Figura 1. Esquema ilustrativo da parede celular das bactérias Gram-positivas. 

Fonte: Elaborado pelo autor. 

 

O S. aureus é a espécie de maior interesse médico, por ser a responsável por inúmeras 

infecções cutâneas e invasivas moderadas a graves tais como: furúnculos, abcessos e 
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infecções de feridas, infecções de trato respiratório, cirúrgicas, de próteses e cardiovasculares 

(endocardite) (Gordon et al., 2021). 

 As infecções por S. aureus são consideradas de difícil tratamento, muitas vezes, 

devido à ocorrência frequente de resistência a antimicrobianos, como por exemplo, as cepas 

MRSA (Meticilin resistance Staphylococcus aureus) e VRSA (Vancomicin resistance 

Staphylococcus aureus) que provocam o aumento de morbi-mortalidade e tempo de 

internação hospitalar. Além disso, surge a resistência inespecífica aos antibióticos pela 

formação de biofilme em próteses articulares e todas as outras infecções associadas a 

dispositivos médicos, endocardite, osteomielite, conjuntivite e outras (Kourtis et. al., 2019; 

Turner et. al., 2019).  

 

3.1.1 Fontes de Infecções por S. aureus 

 

 As infecções por S. aureus são originadas geralmente de colonização assintomática, 

onde as narinas são o principal local de contaminação, além da pele e do intestino. Esse 

patógeno produz infecção sistêmica a partir da ruptura da camada epitelial protetora, onde se 

inicia em pequenos arranhões e pode se tornar invasiva. A α-toxina pode provocar a ruptura 

epitelial por ativação da proteína 10, que contém o fator proteico ADAM-10 (domínio 

metaloproteinase) por dois mecanismos: (1) a formação de poros em uma série de células alvo 

através da formação de um poro heptamérico; (2) ruptura epitelial e endotelial através da 

ruptura das junções aderentes e do comprometimento do citoesqueleto (Bouiller, 2012; Senn 

et al., 2016).  

 

3.1.1.1 Formação de biofilmes 

 

 O S. aureus é considerado uma fonte frequente de infecção hospitalar, no qual é capaz 

de aderir-se ao material dos aparelhos médicos e formar biofilmes. Estes também podem se 

formar nas superfícies de tecidos, como em válvulas cardíacas (endocardite). De acordo com 

Idress et al. (2021), o biofilme é formado quando as células planctônicas flutuantes se fixam à 

superfície disponível e começam a colonizar. A adesão à superfície ocorre por ação de várias 

macromoléculas, originando microcolônias e a formação de uma substância polimérica 

extracelular (EPS), que por sua vez, desenvolve-se em um biofilme maduro (Petrova; Sauer, 

2012; Krasowska; Sigler, 2014; Maikranz, et al., 2022).  



    23 

 

 
Figura 2. Formação de biofilme de Staphylococcus aureus em uma superfície abiótica 

Fonte: Elaborado pelo autor. 

 

Segundo Gordon et al. (2021), o principal papel do biofilme é proteger as bactérias da 

fagocitose. Os biofilmes geralmente não são cercados por grandes camadas de neutrófilos 

como os abscessos, pois distorcem a resposta imune do hospedeiro em direção a um estado 

anti-inflamatório.  

 

3.1.1.2 Infecções oportunistas por Staphylococcus aureus 

 

 As infecções oportunistas (IOs) são causadas por patógenos que se desenvolvem e 

desencadeam doença devido à baixa imunidade do hospedeiro. O S. aureus se aproveita da 

debilidade do sistema imunológico, provocada por outros patógenos como, por exemplo, os 

vírus Influenza A e Sars-CoV-2. Nas infecções pulmonares virais, muitas vezes, o S. aureus se 

desenvolve como uma infecção secundária, sendo responsável pela piora no quadro clínico do 

paciente e até mesmo o óbito (Gordon et al., 2021). 

 Estudos mostram que o S. aureus é responsável por aumentar o surgimento de 

infecções cutâneas atópicas, devido à ação das toxinas δ e/ou as modulinas solúveis em fenol 

(MSFs). As ulcerações cutâneas de Buruli (Mycobacterium ulcerans), por exemplo, podem 

ser exacerbadas mesmo após a erradicação do patógeno (Hodille, et al., 2016; Liu et al., 

2017). 
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3.1.2 Fatores de virulência 

 

O S. aureus produz vários fatores de virulência, incluindo várias toxinas e fatores de 

evasão imunológica, além de fatores proteicos e não proteicos que permitem a colonização do 

hospedeiro durante a infecção (Gordon et al., 2021). 

 

3.1.2.1 Mecanismos de evasão imunológica de Staphylococcus aureus 

 

Os processos de eliminação pelos neutrófilos aumentam a virulência da bactéria 

através de diversos níveis, como: a inibição do crescimento/opsonização imune; 

agregação/produção de matriz; resistência a mecanismos bactericidas fagossômicos e a ação 

direta na eliminação de fagócitos e outras células do sistema imunológico (Gordon et al., 

2021).  

Na inibição da opsonização, o S. aureus secreta uma infinidade de moléculas que 

ativam o sistema do complemento, que inibem a adesão dos neutrófilos ao endotélio vascular 

e seu extravasamento dos vasos sanguíneos aos tecidos infectados. Por sua vez, uma lipase 

produzida pelo patógeno é capaz de diminuir a ação da cascata pró-inflamatória e dos fatores 

de ativação de defesa (Berube; Bubeck, 2013; Alonzo; Torres 2014).  

O S. aureus produz cápsula, exopolissacarídeos e biofilmes, proporcionando um 

aumento da virulência bacteriana por resistência à fagocitose. Além disso, o patógeno 

subverte eficientemente os mecanismos bactericidas de neutrófilos dependentes e 

independentes de oxigênio. Citolisinas, incluindo as leucocidinas bicomponentes, α-toxina e 

PSMs inibem a atuação direta dos fagócitos (Alonzo; Torres 2014). 

A toxina α é a mais importante no processo de patogênese do S. aureus e possui 

múltiplas funções, como a violação tecidual, ativando uma série de eventos inflamatórios na 

célula-alvo e induzindo a lise e morte celular por piroptose (Ahmad-Mansour et al., 2021).   

 

3.1.1.2 Fatores de adesão 

 

A adesão do S. aureus à pele e mucosas é bastante importante para que a bactéria 

possa invadir as células do hospedeiro e desenvolver-se no processo de infecção. Os 

principais fatores de adesão são os ácidos teicoicos e adesinas específicas, que são expressas 

na parede celular, interagindo com as células do hospedeiro (Zhang, et al., 2017).  
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As adesinas bacterianas são proteínas de ligação ao fibrinogênio, à fibronectina e ao 

colágeno, sendo comuns na formação das cápsulas em casos de bacteremia. A adesina 

intracelular polissacarídica (PIA) também denominada poli-N-acetil glucosamina (PNAG) é 

um exopolissacarídeo homoplimérico, importante formadora de biofilmes em infecções por S. 

aureus. A PIA/PNAG protege a bactéria do ataque por fagócitos e contribui para a rede de 

formação dos biofilmes (Zhang et al., 2017; Idress et al., 2021). 

  

3.2 Multirresistência bacteriana a antibióticos  

 

A resistência desenvolvida pelas bactérias aos antimicrobianos convencionais 

representa um dos maiores desafios da medicina moderna, sendo responsável pela elevada 

morbimortalidade causada por infecções bacterianas. A multirresistência bacteriana resulta 

em infecções de difícil tratamento e, até mesmo, intratáveis através dos antibióticos 

convencionais (Frieri, 2016).  

A resistência bacteriana a antibióticos vem crescendo de forma alarmante em todo o 

mundo, devido principalmente, ao uso indiscriminado desses fármacos. Os desafios no 

combate a infecções bacterianas e doenças associadas são significativos. Além disso, a 

disponibilidade de novos agentes terapêuticos eficazes tem sido cada vez menor (Mühlen, 

2015).  

Os mecanismos de resistência a antibióticos são responsáveis por um grande número 

de mortes em todo o mundo. De acordo com a Organização Mundial de Saúde (OMS), por 

ano, cerca de 25 mil pessoas morrem na Europa e 23 mil nos Estados Unidos da América 

(EUA) decorrente de infecções com multirresistência bacteriana. Já no Brasil, não existem 

dados epidemiológicos suficientes sobre casos de infecções por bactérias resistentes, mas 

acredita-se em milhares de mortes por ano (WHO, 2014).  

As bactérias tornam-se resistentes aos antibióticos por desenvolverem mecanismos 

capazes de impedir que o fármaco exerça sua ação farmacológica. Os principais mecanismos 

de resistências consistem em inativação enzimática do antibiótico, alteração do alvo do 

antibiótico pelas bactérias e modificações bacterianas que impedem chegada do antibiótico no 

ponto alvo. 

No mecanismo de inativação enzimática do antibiótico as bactérias desenvolvem ações 

capazes de inativarem os fármacos, degradando-os. Nesse grupo, destacam-se as bactérias 

produtoras da enzima beta-lactamase, que inibem a ação do anel beta-lactâmico presente nas 
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penicilinas e seus derivados. Outro exemplo pode ser a produção de enzimas modificadoras 

de aminoglicosídeos (Daza-Pérez, 1998).  

A alteração pelas bactérias de seu ponto-alvo leva às mutações no sítio alvo do 

antibiótico fazendo com que não haja reconhecimento do fármaco pelo seu sítio alvo ou 

através de metilações ou adição de outros grupos químicos, impedindo a ligação de 

antibióticos no alvo. Podem ocorrer mutações na DNA-girase conferindo resistência às 

quinolonas; mutações na porção 23S rRNA, conferindo resistência a macrolídeos; 

modificação das enzimas PBPs (proteínas de ligação à penicilina) necessárias para a formação 

da parede celular, com consequente resistência aos beta-lactâmicos (Daza-Pérez, 1998; 

Almeida, 2013).  

As modificações bacterianas que impedem a chegada do antibiótico no sítio alvo 

consistem na impermeabilização da membrana por regulação negativa de porinas ou 

consistem na produção de sistemas de efluxo ativos, ou sistemas de efluxo de múltiplas 

drogas (MDR) também denominados bombas de efluxo (Daza-Pérez, 1998; Almeida, 2013). 

 

3.3 Bombas de efluxo 

 

As bombas de efluxo são consideradas um dos mais importantes mecanismos de 

resistência bacterianos, pois apresentam grande amplitude de ação, isto é, podem estar 

presentes nas mais variadas espécies de bactérias, tanto Gram-positivas, quanto Gram-

negativas, mas há bombas de efluxos específicas para antibióticos específicos (Silva, 2017). 

De acordo com Moreira et al. (2008), as bactérias tornam-se resistentes através de 

mutações ou recebem genes de resistência de outras bactérias pela transferência horizontal de 

genes, que codificam bombas de efluxo, enzimas que degradam antibióticos ou proteínas de 

proteção ribossomal. Os genes de resistência estão presentes principalmente em plasmídeos e 

transposons, podendo também estarem integradas ao genoma do cromossoma bacteriano. 

Os sistemas de efluxo multidrogas (MDR) são compostos por proteínas 

transportadoras transmembranas que realizam funções fisiológicas importantes na bactéria 

como o transporte de nutrientes importantes, para o interior da célula. Em células 

procarióticas, a maioria dos sistemas de efluxo é realizada pelo transporte ativo secundário, 

com gasto de energia oriunda da força próton-motora, que funciona como transporte antiporte 

droga/próton. Mas algumas são transportadores primários, do tipo ATPásicas, como as da 

família ABC (Piddock, 2006; Moreira et al., 2008).  
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De acordo com Silva (2017), as bactérias podem apresentar bombas de efluxo 

classificadas em seis famílias diferentes: 1) Superfamília “ATP-Binding Cassete” (ABC); 2) 

Superfamília “Major Facilitator” (MFS); 3) Família “Small Multidrug Resistance” (SMR); 4) 

Superfamília “Resistance-nodulation-cell-division” (RND), 5) Família “Multidrug and Toxic 

Compound Extrusion” (MATE) e 6) Família “Proteobacterial Antimicrobial Compound 

Efflux" (PACE) (Figura 3).  

 
Figura 3. Esquema ilustrativo dos sistemas proteicos de bombas de efluxo bacterianas. NorA 

de S. aureus, (Superfamília MFS); EmrE de Escherichia coli (Superfamília SMR); NorM de 

Vibrio parahaemolyticus (Família MATE); AcrAB-TolC de Escherichia coli (Superfamília 

RND); LmrA de Lactococcus lactis (Superfamília ABC).  

Fonte:  Moreira et. al., 2008 (modificado pelo autor). 

 

3.4 Sistemas proteicos de bombas de efluxo 

 

3.4.1 Superfamília MFS (Major facilitator superfamily) 

  

A superfamília de facilitadores (MFS) é composta por proteínas que realizam 

mecanismo de extrusão simporte (substrato/H+), antiporte (substrato/H+) ou troca de um 

substrato por outro (substrato/substrato), onde o cátion pode ser um Na+ ou H+ (REDDY et 

al., 2012). A superfamília MFS é constituída morfologicamente por dois domínios 

transmembranares (TMD), cada um composto por seis segmentos transmembranares (TMS), 

formando o poro hidrofílico (figura 4). 



    28 

 

 
Figura 4. Estrutura transmembrana da superfamília MFS. Estão representados 12 segmentos 

transmembranares e os respectivos terminais carboxilíco (C) e amínico (N), bem como a 

hansa hidrofilica citoplasmática (LC). 

Fonte: Elaborado pelo autor. 

 

As bombas de efluxo da superfamília MFS são mais comuns em bactérias Gram-

positivas, mas também podendo ser encontradas em Gram-negativas. Os principais sistemas 

de efluxo que levam ao surgimento de resistência a antimicrobianos são codificados através 

de genes cromossômicos, resultando nas proteínas MFS da família Nor, como por exemplo as 

bombas NorA, NorB e NorC (Sun; Deng; Yan, 2014). 

Os sistemas de efluxo da superfamília MFS são capazes de transportar diversos 

compostos tais como: carboidratos, produtos metabólicos, íons e antibióticos. Nas bactérias 

gram-positivas, como por exemplo, o Straphylococus aureus, a proteína NorA está presente 

em algumas cepas de superbactérias, provocando resistência a antibióticos da classe das 

fluorquinolonas, especialmente o norfloxacino. Nas bactérias gram-negativas, tais como a 

Escherichia coli, ocorre efluxo de antibióticos devido à formação de um complexo proteico 

composto por proteínas de membrana externa (OMP), proteínas de membrana interna (IMP) e 

proteínas de fusão de membrana (MFPs) (Tintino, 2021).  
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3.4.2 Superfamília SMR (Small multidrug resistance) 

 

A superfamília SMR é a menos numerosa, sendo composta apenas por quatro 

segmentos transmembranares em estruturas tetraméricas (figura 5).  

 
Figura 5. Estrutura transmembrana da superfamília SMR 

Fonte: Elaborado pelo autor. 

  

O processo de extrusão de drogas ocorre através da membrana por mecanismo 

energético de força próton-motriz (gradiente de H+). A bomba de efluxo EmrE apresenta esse 

mecanismo de extrusão, sendo bastante comum em enterobactérias, tais como a E. coli. Nas 

Gram-positivas, destaca-se a bomba Smr de S. aureus (Tintino, 2021).  

Essas bombas são reponsáveis por extrusar compostos lipofílicos, como quaternário de 

amônio, do inglês quaternary ammonium compounds (QACs), corantes intercalantes de DNA, 

drogas e outros metabólitos tóxicos às bactérias (Bay; Turner, 2009). 

 

3.4.3 Superfamília MATE (Multidrug and toxic compound extrusion) 

 

A superfamília MATE era anteriormente classificada como membro da superfamília 

MFS, devido às semelhanças entre suas características topológicas de membrana. No entanto, 

após estudos a MATE foi considerada uma classe específica, que contém 12 segmentos 

transmembranares, extrudando as moléculas através de mecanismo do tipo antiporte, por 

gradiente de Na+ ou H+ da membrana. Essa família apresenta mecanismo de efluxo de íons 

(cátions), corantes e antimicrobianos fluoroquinolônicos (Kuroda; Tsuchiya, 2009).  
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Observa-se a prevalência da superfamília MATE em bactérias gram-positivas. 

Destaca-se como membro dessa família, a proteína MepA em cepas de bactérias de S. aureus. 

Também é comum, o sistema de transporte NorM, presente em Vibrio parahaemolyticus, 

Neisseria gonorrhoeae e Neisseria menigitidis conferindo resistência aos detergentes, 

fluoroquinolonas e aos aminoglicosídeos (Kaatz; Mcaleese; Seo, 2005). 

 

3.4.4 Superfamília RND (Resistance-nodulation-cell division) 

 

Os sistemas de efluxo RND constituem uma estrutura tripartida, como por exemplo, a 

bomba do tipo AcrAB-TolC em cepas de E. coli. O sistema RND possui uma proteína 

inserida na membrana citoplasmática interna com função de bomba (AcrB), uma proteína de 

membrana externa, formando o canal extrusivo (TolC) e a proteína de fusão de membrana 

(AcrA), localizada no espaço periplasmático, unindo a bomba e o canal de extrusão. O 

sistema de efluxo RND apresenta em sua estrutura 12 domínios transmenbranas α-hélices e 

loops, com grandes alças periplasmáticas (Figura 6). (Zgurskaya et al., 2009). 

 
Figura 6. Estrutura transmembrana da superfamília RND 

Fonte: Elaborado pelo autor. 

 

As bombas de efluxo da superfamília RND são importantes no processo de 

desenvolvimento de resistência intrínseca e adquirida de bactérias Gram-negativas, 

catalisando mecanismo de efluxo através do antiporte substrato/H+ de múltiplas drogas 

antibióticas, antissépticos, ácidos graxos tóxicos, sais biliares, homoserina lactona e solventes 

aromáticos (Nikaido, 2010).  

 



    31 

 

3.4.5 Superfamília ABC (ATP-binding cassette) 

  

A superfamília de sistema de efluxo ABC (ATP-Binding Cassete) é o principal 

mecanismo de efluxo em células eucarióticas, mas que também se encontra em seres 

procariontes como as bactérias. Elas obtêm a energia de hidrólise de ATP para mover diversos 

compostos através da membrana (Morales-Pérez; Garcia-Mílian, 2017) 

 O sistema ABC consiste em uma bomba composta por dois domínios de partes 

integrantes atravessando a membrana 6 vezes cada e dois domínios hidrolisantes de ATP 

(figura 7).  

 
Figura 7. Domínios transmembrana dos sistemas de efluxo da superfamília ABC 

Fonte: Elaborado pelo autor. 

 

As bombas de efluxo desta classe constituem um mecanismo notável de resistência 

antimicrobiana de parasitas, bactérias e fungos. A superfamília ABC está presente em eventos 

de resistência do Plasmodium falciparum a diversos antimaláricos, tais como cloroquina, 

quinina, mefloquina, halofantrina. Esse processo é mediado por um transportador ABC que 

codifica o gene 1 de resistência a múltiplos fármacos. O gênero Mycobacterium possui 

abundância de bombas de efluxo, que atuam extrudando substâncias químicas potencialmente 

prejudiciais, do citoplasma para o meio extracelular (Tintino, 2021).  

No Mycobacterium tuberculosis esses genes de resistência compreendem cerca de 

2,5% do genoma total, sendo comum, por exemplo, o surgimento de mutações cromossômicas 

em gidB (uma rRNA metiltransferase para 16S rRNA) estão altamente associadas a 

estreptomicina. Na espécie de fungo Candida albicans, a resisência a azois é bastante comum, 

pois a bomba de efluxo do tipo ABC aumento da liberação dos antifúngicos azólicos devido 
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ao acúmulo de mutações no ERG 11, gene que codifica o 14-a-esterol demetilase 

(Vinagradov, 2012; Kanwar, 2011). 

 

3.4.6 Superfamília PACE (Proteobacterial antimicrobial compound efflux) 

 

A superfamília PACE (Proteobacterial antimicrobial compound efflux) foi 

recentemente descrita, sendo capaz de conferir resistência a uma variedade de antibióticos e 

antissépticos. As bombas de efluxo desta família são codificadas por bactérias Gram-

negativas, através de genes tipicamente conservados nos genomas centrais das espécies 

bacterianas (Hassan et al., 2018).  

As proteínas da superfamília PACE podem conter quatro domínios α-hélices 

transmembranares, organizadas em dois domínios de pares transmembranares bacterianos. 

Diversas proteínas desta família foram elucidadas experimentalmente por superexpressão e 

purificação. Sua expressão em cepas de E. coli indica sua localização na membrana interna 

(Elbourne; Hassan, 2017).  

As proteínas da superfamília PACE apresentam forte conservação da sequência de 

aminoácidos entre suas metades aminoterminal e carboxiterminal, sugerindo que elas 

evoluíram pela duplicação de uma proteína ancestral composta por duas hélices 

transmembranares (figura 8) (Hassan, et al., 2013). 

 

 
Figura 8. Estrutura tridimensional transmembrana da superfamília PACE. 

Fonte: Elaborado pelo autor. 
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O perfil de resistência a medicamentos das bombas de efluxo da superfamília PACE 

inclui principalmente biocidas sintéticos. A PACE é capaz de mediar o transporte dos 

substratos fluorescentes proflavina e acriflavina. Até à data, pelo menos dez substratos 

putativos foram identificados para proteínas da família PACE. As proteínas desta família 

foram incorporadas ao banco de dados de classificação de transportadores sob o título original 

da família, a família proteobacteriana de efluxo de clorexidina (CHX) (número TCDB: 

2.A.117), e são capturadas no banco de dados TransportDB 2.0, que cataloga todas as 

supostas proteínas de transporte de genomas sequenciados no banco de dados NCBI RefSeq 

(Hassan, et al., 2013; Tucker, et al., 2014). 

 

3.5 Bombas de efluxo específicas 

 

3.5.1 Bomba de efluxo NorA 

 

A bomba de efluxo NorA consiste em um sistema de resistência a multidrogas, 

pertencente à superfamília grande facilitadora (MFS) frequentemente encontrada em S. 

aureus. Esse sistema de efluxo consiste em transportar para fora da célula antibióticos 

hidrofóbicos da classe das fluorquinolonas, como por exemplo, norfloxacino e ciprofloxacino. 

A proteína NorA é codificada pelo gene 1164 bp norA, apresentando variedade genética 

composta por três alelos (NorA-I, NorA-II e NorA-III), diferindo apenas na sequência 

nucleotídica e polipeptídica (Lekshmi et al., 2018; Martin, 2023).  

A NorA é uma proteína composta por 388 aminoácidos e 12 estruturas 

transmembranas do tipo α-hélice. Essa estrutura é capaz de realizar a extrusão de compostos 

químicos estruturalmente diferentes como o Brometo de Etídeo (EtBr), além de substâncias 

lipofílicas e monocíclicos como cetrimida, cloreto de benzalcônio, brometo de 

tetrafenilfosfônio e acriflavina (Lekshmi et al., 2018; Tintino, 2021; Martin, 2023).  

A bomba de efluxo do tipo NorA usa a força próton-motriz, através de um gradiente 

de prótons transmembrana como fonte energética para a extrusão do antimicrobiano 

fluorquinolônico para o meio extracelular, realizando o antiporte/droga/H+ (Palazotti et al., 

2019).   

 

3.5.2 Bomba de efluxo Tet(K) 
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A bomba efluxo de drogas do tipo Tet(K) é um sistema proteico composto por 14 

dominíos α-hélice transmembrana da superfamília MFS, responsável pela extrusão de 

antimicrobianos da classe das teraciclinas. A Tet(K) é codificada através do gen tet(K) de 

bactérias gram-positivas e gram-negativas, sendo menos comum nas últimas (Palazotti et al., 

2019).  

 O sistema de efluxo Tet(K) atua através de bomba de prótons por força-motriz do tipo 

antiporte. Nesse processo ocorre a troca do complexo antibiótico-Mg2+ do citoplasma 

bacteriano, por íons H+, aumentando o bombeamento da tetraciclina para o meio extracelular 

e impedindo assim, a inibição da síntese proteica através da porção 30S do ribossomo 

(Martin, 2023). 

 

3.5.3 Bomba de efluxo MsrA 

 

O Sistema de efluxo MsrA é codificado através do gene msrA e apresenta resistência à 

antimicrobianos do grupo dos macrolídeos, principalmente a eritromicina. A bomba é uma 

proteína composta por 488 aminoácidos e 14 domínios α-hélices transmembranas, pertencente 

à superfamília dos transportadores ABC. A bomba de efluxo MsrA é bastante comum em 

bactérias Gram-positivas, tais como o S aureus, na cepa selvagem RN4220 (Tintino, 2018; 

Martin, 2023). 

A bomba de MsrA funciona através do transportador ABC, no qual são requeridos 

dois domínios de ligação ao ATP no citoplasma, que interagem com mais dois domínios 

hidrofóbicos transmembranares, que se apresentam como proteínas separadas ou fundidas em 

polipeptídeos multifuncionais (Tintino, 2021). 

 

3.5.4 Bomba de efluxo MepA 

 

A MepA é uma bomba de efluxo comum em bactérias Gram-positivas como o S. 

aureus. Consiste em uma proteína composta por 451 aminoácidos e 14 α-hélices 

transmembrana, codificada pelo gene mepA. Está inserida na superfamília do tipo MATE, que 

são bombas de extrusão para diversos fármacos e toxinas. A fonte de energia para extrusão do 

substrato para meio extracelular resulta no gradiente de prótons, através do antiporte de íons 

sódio (Na+) (Da Costa et. al., 2021; Rezende-Júnior et. al., 2020; Rocha et. al., 2021).  

Os substratos de extrusão do tipo MepA compreendem antimicrobianos da classe das 

fluoroquinolonas hidrofílicas (substratos fracos), fluoroquinolonas hidrofóbicas 
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(moxifloxacina, sparfloxacina), tigeciclina, cloreto de benzalcônio, dequalinium, 

tetrafenilfosfônio, cetrimida, pentamidina e corantes como brometo de etídio (Tintino, 2021; 

Martin, 2023). 

 

3.6 Inibidores de bomba de efluxo 

  

Os inibidores de bomba de efluxo são compostos que apresentam a capacidade de 

impedir a ação do mecanismo de extrusão de compostos do interior das células 

antibacterianas. Diversos estudos mostram que as bombas de efluxo estão envolvidas nas 

características de resistência dos microorganismos a antibióticos, representando um risco para 

o tratamento de infecções por fungos e bactérias (Gram-positivas e Gram-negativas) (Tintino, 

2018; Albuquerque, 2022). 

Segundo Tintino (2018), um bom inibidor de bomba de efluxo deve ser livre de 

qualquer atividade farmacológica em células eucarióticas, pois podem levar ao 

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

Além disso, devem ser comercialmente viáveis, de fácil isolamento, purificação e solubilidade 

e baixa toxicidade. 

Atualmente, existem compostos que são capazes de inibir os mecanismos de efluxo 

das bactérias multirresitentes. No entanto, apesar das vantagens, esses compostos possuem 

diversos efeitos colaterais e problemas de incompatibilidade química. Diante disso, surge a 

necessidade de desenvolvimento de novos compostos inibidores de bomba (Tintino, 2018; 

Albuquerque, 2022). 

 O desenvolvimento de inibidores de bomba de efluxo pode seguir várias estratégias 

tais como: testagem de novos compostos, modificaação de fármacos existentes; compostos 

que interferem com a montagem e funcionamento de bombas de efluxo, através bloqueio do 

canal da membrana externa; desacopladores de energia requerida pelas bombas de efluxo; e 

interferência com as etapas de regulação da expressão de genes de bombas de efluxo (Tintino, 

2018; Albuquerque, 2022). 

 

3.6.1 Classificação dos inibidores de bombas de efluxo 

 

Desacopladores de energia das bombas de efluxo 
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Geralmente, as bombas utilizam o mecanismo de força motriz de prótons como fonte 

de energia. Logo, compostos que atuem dissipando essa força podem atuar como inibidor de 

bomba de efluxo. Os compostos Carbonyl-Cyanide-mChloroPhenyl-hydrazone (CCCP) 

valinomicina e dinitrofenol (DNP) são exemplos clássicos que atuam por modificação do 

potencial eletroquímico transmembrana. No entanto, eles não devem ser utilizados 

clinicamente, pois apresentam elevada toxidade celular (Tintino et al., 2021).  

 

Inibidores de ligação direta das bombas de efluxo 

 

 Os inibidores de ligação são compostos que atuam através de uso off-label, isto é, são 

fármacos que já existem para outros fins terapêuticos, mas que se apresentam ação sobre a 

inibição do mecanismo de efluxo. A reserpina e o verapamil são fármacos que atuam 

normalmente como anti-hipertensivos, mas que se mostraram capazes de inibir bombas de 

efluxo. A reserpina, por exemplo, atua como inibidor de bombas de efluxo do tipo NorA em 

cepas de Staphylococus aureus (Myers et al., 2010). 

 

Inibidores peptidomiméticos 

 

 Os inibidores de bomba peptidomiméticos são compostos inibidores de ligação 

intermediários. O Phenylalanine Arginyl β-Naphthylamide (PAβN), após vários testes 

mostrou efeito de redução da concentração inibitória mínima (CIM) do brometo e de 

ciprofloxacino com bombas NorA. 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 

(German; Kaatz; Kerns, 2008). 

 

Inibidores de efluxo de células eucarióticas 

 

Os inibidores efluxo de células eucarióticas são compostos que já possuem 

farmacocinética e perfil de toxicidade bem definidos, sendo mais indicados para 

potencialização de efeito de antibióticos. Representantes deste grupo tal como: compostos 

fenólicos, epigalocatequina-galato são capazes de reverter a ação de bombas de efluxo do tipo 

TetB e TetK que determinam resistência a tetraciclinas (Li; Nikaido, 2004).  
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Oligonucleotídeos antimensageiros e anticorpos 

 

Os inibidores desta classe são capazes atuar através de oligonucleotídeos 

antimensageiros sobre a bomba de efluxo alvo. Estudos recentes mostraram que a bomba de 

efluxo AcrAB em cepas de E. coli é inibida através de um antimensageiro de oligonucleótido 

fosforotioato, restaurando as atividades de fluoroquinolonas (norfloxacina e ciprofloxacina) 

(Yoshihara; Inoko, 2011; Oethinger; Levy, 2011). 

 

Análogos de antibióticos 

 

Os compostos que compõem essa categoria de inibidores atuam na potencialização de 

ação de antibióticos existentes e com ação sobre bombas de efluxo. Diversos análogos foram 

elucidados como por exemplo, os análogos de tetraciclinas, que são capazes de aumentarem a 

susceptibilidade do fámaco frente a cepas resistentes de S. aureus. Os análogos de 

aminoglicosídos mostram ação contra a bactéria Haemophilus influenzae, aumentando a 

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

fluoroquinolona são eficazes em potencializar a a atividade dos antibióticos da classe contra 

bactérias Gram-positivas e Gram-negativas (Nelson; Alekshun, 2004). No entanto, uma vez 

que estes compostos apresentam semelhanças estruturais com os antibióticos, podem 

apresentar a desvantagem de ter atividade antimicrobiana uma vez que, os torna possível de 

seleção por outros mecanismos de resistência contra o mesmo antibiótico.  (Myers et al., 

2010)  

 

3.7 Alcaloides terpênicos 

 

Os terpenos representam uma diverssificada classe de produtos naturais de plantas 

com características biológicas funcionais e de considerável valor comercial nas indústrias 

farmacêutica, cosmética e alimentícia. Diante disso, os terpenos são frequentes alvos de 

estudo em pesquisas científicas que visam o desenvolvimento de fármacos. Dentro da classe 

dos terpenos, os sesquiterpenos recebem ênfase especial, pois geralmente apresentam-se de 

forma majoritária em óleos essenciais (Moura; Martins; Silva, 2019). 

 

3.7.2 Sesquiterpenos 

 



    38 

 

Os sesquiterpenos representam uma das maiores classes de terpenos, com uma 

diversidade estrutural que inclui milhares de compostos e mais de 100 tipos diferentes de 

esqueletos carbonados (Vasas, 2011).  

Diversos estudos já demostraram que alguns compostos naturais extraídos de óleos 

essenciais como sesquiterpenos apresentam atividade na inibição do mecanismo de resistência 

bacteriano como bombas de efluxo, em cepas resistentes de Staphylococcus aureus. Espinoza 

et al. (2019) mostraram que os compostos 15-copaenol e epi-cubenol inibiram o efluxo de 

brometo de etídio (EtBr), mesmo em concentração mais baixa, com um efeito inibidor mais 

significativo do que o cianeto de carbonila m-clorofenil hidrazona (CCCP), um inibidor 

padrão de bombas de efluxo.  

Sun et al. (2019) demostraram que sesquiterpenos, mesmo aqueles com baixa 

atividade antibacteriana, conseguiram inibir bombas de efluxo, apresentando atividade 

sinérgica em associação com antibióticos convencionais, melhorando a terapêutica e o perfil 

de segurança.  

Estes compostos são funcionais e biologicamente importantes para o homem, 

chamando a atenção de cientistas que se debruçam sobre as características fitoquímicas e 

sobre as atividades biológicas dessa classe. Dentre esses sesquiterpenos destacam-se o 

nerolidol, farnesol, α-bisabolol, trans-cariofileno e óxido de cariofileno (Alarif et al., 2019; 

Fraga, 2012). 

 

Nerolidol 

 

O nerolidol (3,7,11-trimetil-1,6,10-dodecatrien-3-ol) é um sesquiterpeno comum em 

óleos essenciais de inúmeras plantas. Estudos mostram que este terpenoide apresenta 

atividade antitumoral, repelente, antioxidante, antinociceptiva, ansiolítica, antiparasitária, 

antifúngica, antimicrobiana, antiulcerogênica e anti-inflamatória. Sua estrutura molecular 

consiste em um álcool insaturado acíclico e de cadeia ramificada que possui dois isômeros cis 

(Z) e trans (E) e dois enantiômeros R e S, sendo a forma trans-(E)-nerolidol a mais prevalente 

nas espécies vegetais (Figura 9) (Melo et al., 2012; Diniz et al., 2016).  
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Figura 9. Estrutura química cis(Z) e/ou trans(E) do nerolidol. 

Fonte: Elaborado pelo autor. 

 

O sesquiterpeno pode ser encontrado em óleos essenciais de plantas endêmicas do 

Brasil como Piper aleyreanum, Piper claussenianum, Zornia braziliensis, Magnolia denudata 

e Piper aduncum , encontradas na Caatinga e Cerrado brasileiro (Baldissera, 2018).  

Segundo Moura et al. (2021), o nerolidol mostrou atividade antibacteriana frente cepas 

ATCC e isolados clínicos hospitalares com perfil de resistência, sugerindo que, embora essas 

cepas sejam resistentes a antibióticos, ainda são sensíveis aos sesquiterpenos isolados. 

 

Farnesol 

 

O farnesol ((2Z,6Z)-3,7,11-trimetildodeca-2,6,10-trien-1-ol)  é um sesquiterpeno 

natural alcoólico insaturado composto de 15 carbonos (Figura 10). Está presente nos óleos 

essenciais de diversas espécies vegetais, onde os primeiros relatos de ocorrência foram 

observados em flores da espécie Vachellia farnesiana L. (Acácia farnese) (Delmondes et al. 

2020).   

 

Figura 10. Estrutura química do 2-cis-6-cis-farnesol. 

Fonte: Elaborado pelo autor. 
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O farnesol é um líquido oleoso, incolor, de aroma doce, delicado e suave, com grande 

potencial antioxidante, anti-inflamatório, quimiopreventivo, efeito ansiolítico, depressor, 

analgésico, neuroprotetor, vasodilatador e de diminuição da contratilidade miocárdica. Além 

disso, este composto tem demonstrado notáveis propriedades farmacológicas antitumorais e 

ação antimicrobiana através da inibição da formação de biofilmes microbianos (Weber et al., 

2008; Castelo-Branco et al, 2016). 

Além dos efeitos farmacológicos do farnesol, o composto é amplamente aplicado na 

indústria cosmética e de perfumaria, sendo frequentemente utilizado para melhorar o aroma 

de perfumes florais doces (Castelo-Branco et al, 2016).  

 

α-bisabolol  

 

O α-bisabolol (α-4-dimetil-α-(4-metil3-pentenil)-3-ciclo-hexeno-1-metanol) consiste 

em um sesquiterpeno alcoólico monocíclico (Figura 11), que pode ser isolado a partir das 

flores das espécies vegetais Mattricaria chamomilla (camomila alemã) e Salvia runcinata 

(salvia) entre 50 – 90%. A estrutura química do α-bisabolol é constituída por 15 carbonos de 

fórmula molecular C15H26O, odor adocicado, sem coloração e baixa densidade (Souza, et al., 

2021).  

 

 

Figura 11. Estrutura química do α-bisabolol. 

Fonte: Elaborado pelo autor. 

 

O α-bisabolol é um sesquiterpeno identificado como componente principal e 

responsável por diversas atividades farmacológicas de óleos essenciais. Este composto tem 
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sido utilizado como ingrediente em formulações para uso cosmético e dermatológico. Além 

disso, estudos demonstraram seu potencial para tratamento da dor inflamatória, devido à 

inibição de diversas citocinas pró-inflamatórias (Guimarães et al., 2013; Maurya et al., 2014; 

Rocha et al., 2011a). 

De acordo com Bezerra (2009), esse sesquiterpeno é capaz de inibir o crescimento de 

cepas de S. aureus ATCC 6538, C. albicans ATCC 10231, Klebsiella pneumoniae e 

Acinetobacter balmanii nas concentrações de 0,0625 mg/mL, 0,0625 mg/mL e 4 mg/mL. 

Carcamo et. al. (2011), constataram que um enxaguante bucal à base de extrato de camomila 

(Matricaria chamomila) contendo 50-90% de α-bisabolol na composição, apresentou 

atividade antimicrobiana sendo capaz de manter uma proteção contra bactérias de até 4 horas.  

 

Trans-cariofileno e óxido de cariofileno 

 

O trans-cariofileno (trans-1R,9S- 8-metileno-4,11,11-trimetilbiciclo-undec-4-eno) é 

um sesquiterpeno insaturado de cadeia cíclica de fórmula C15H24 (Figura 12A). É um 

constituinte importante em várias espécies de óleos essenciais de plantas medicinais usadas na 

medicina popular do Brasil (Silva, 2010). Esse composto químico é amplamente utilizado 

como aromatizante de cosméticos. Além disso, em amostras de óleo essencial da espécie 

Lippia chevalieri, o trans-cariofileno apresentou atividade antibacteriana frente S. aureus e 

Enterococcus hirae e antifúngica frente Saccharomyces cerevisiae (Mevy et al., 2007). 

O sesquiterpeno óxido de cariofileno (1R,4R,6R,10S)-4,12,12-trimetill-9-metileno-5-

oxatriciclo[8.2.0.04,6]dodecano, pode ser encontrado em óleos essenciais, como no cravo ou 

óleo de lavanda (Figura 12B). Ele também pode ser obtido sinteticamente pela epoxidação do 

(-) cariofileno, o principal constituinte dos óleos de cravo e copaíba (Faria, 2017). 

Vários estudos sobre as bioatividades das espécies vegetais que apresentam este 

sesquiterpeno em concentrações majoritárias, como a Lipia alba, reforçam a importância de 

seu uso na medicina tradicional. Os óleos essenciais contendo o trans-cariofileno revelaram 

atividades antivirais, antibacterianas, antifúngicas e antiparasitárias (Alexandra, 2021). 
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Figura 12. Estrutura química do trans-cariofileno (A) e óxido de cariofileno (B). 

Fonte: Elaborado pelo autor. 

 

3.7 Nanotecnologia e suas aplicações na saúde 

 

A nanotecnologia é um campo científico multidisciplinar que tem avançado 

rapidamente nos últimos anos, encontrando aplicações nas mais diversas áreas, como na 

indústria farmacêutica. Ela segue o princípio dos materiais na escala nanométrica, 

aumentando a proporção da área de superfície, melhorando os aspectos de reatividade das 

partículas e alterando as propriedades farmacológicas dos medicamentos (Tang et al., 2024; 

Hao et al., 2024).  

A aplicação da nanotecnologia na indústria farmacêutica tem sido útil para o 

desenvolvimento de formulações capazes de melhorar a biodisponibilidade do fármaco, 

entregando-o ao sítio ativo específico no momento certo, em níveis adequados e com uma 

cinética de liberação apropriada (Baldissera, 2018).  

Os nanoestruturados são estruturas desenvolvidas para aperfeiçoar a ação de fármacos, 

melhorando as características físico-químicas e sua capacidade de solubilidade e reduzindo 

sua toxicidade. Além disso, auxilia na proteção do princípio ativo que pode ser inativado por 

enzimas ou outros fatores que possam degradar o princípio ativo (Nair et al., 2016; He et al., 

2024). 

 

3.7.1 Lipossomas 
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Os lipossomas são vesículas lipídicas esféricas biodegradáveis, constituídas por uma 

ou mais bicamadas lipídicas naturais ou sintetizadas, que permitem encapsular tanto 

substâncias hidrofílicas como hidrofóbicas, proporcionando-lhes proteção e estabilidade face 

às condições exteriores e têm capacidade para transportar mais de um fármaco (Tran et al., 

2017). 

Os lipossomas possuem importância farmacológica por serem similares às membranas 

biológicas, facilitando a passagem de substâncias através de barreiras biológicas corporais, 

devido suas propriedades físico-químicas. A sua eficácia é correlacionada ao seu tamanho, 

carga elétrica, potencial hidrogeniônico (pH) do meio envolvente, composição lipídica, 

percentagem de colesterol na sua composição, Potencial Zeta, índice de polidispersão, 

concentração da partícula, intensidade e eficiência de encapsulação (Costa Rico, 2019). 

De acordo com estudos de formulação de fármacos, evidenciou-se que os lipossomas 

podem aumentar a absorção, melhorar a distribuição e prolongar a meia vida plasmática de 

compostos, melhorando assim o índice terapêutico de diversas drogas. Os lipossomas são de 

grande utilidade para formulações com sesquiterpenos, os quais apresentam uma limitação de 

seu potencial farmacológico devido à sua baixa solubilidade em fluidos biológicos. Portanto, 

quando encapsulados em lipossomas, os sesquiterpenos tendem a permanecer na parte 

hidrofóbica da membrana do lipossoma (Azzi et al., 2018). 

Os principais objetivos da utilização das nanopartículas na produção de formulações 

farmacêuticas consistem em controlar o tamanho das partículas, as propriedades superficiais e 

a liberação do fármaco no sítio de ação de modo mais específico e com uma taxa terapêutica e 

regime de dose adequada ao tratamento (Zhou et al., 2015; Nair et al., 2016). 

Os lipossomas são compostos por uma bicamada lipídica ou bicamadas múltiplas em 

torno do compartimento aquoso interno, sendo classificados em unilamelar e multilamelar. As 

vesículas são caracterizadas como lipossomas unilamelares pequenos - SUV (small 

unilamellar vesicles) e lipossomas unilamelares grandes - LUV (large unilamellar vesicles). 

Quando considerado o método de preparação, podem ser caracterizadas em vesículas obtidas 

por evaporação em fase reversa (VER), vesículas obtidas em prensa de French (FPV) e 

vesículas obtidas por injeção de éter (EIV) (Lasic, 1998; Vemuri, Rhodes, 1995). 

Os sistemas lipossomais podem também ser classificados de acordo com as 

características de interação com sistemas biológicos, sendo denominado como: lipossomas 

convencionais, de longa circulação, sítio-específicos (imunolipossomas, carreadores de 

proteínas e peptídeos, virossomas), lipossomas polimórficos (sensíveis ao pH, termossensíveis 

e catiônicos) (Torchilin, 2005).  



    44 

 

 
Figura 13. Classificação estrutural dos lipossomas. (A) lipossoma convencional com fármaco 

hidrofílico; (B) lipossoma com fármaco lipofílico adsosrvido; (C) lipossoma catiônico; (D) 

lipossoma de longa circulação; (E) lipossoma sítio-específico; (F) lipossoma com anticorpos 

ligantes; (G) lipossoma com peptídeos e proteínas ligantes na superfície; (H) virossoma; (I) 

lipossoma com DNA-plasmídeo.  

Fonte: Elaborado pelo autor (2024). 

 

Lipossomas convencionais 

 

As estruturas lipossomais convencionais apresentam em sua composição, fosfolipídeos 

e colesterol, além de um lipídeo com carga negativa ou positiva para evitar a agregação das 

vesículas, aumentando a estabilidade em suspensão (Batista et al., 2007). 

As nanopartículas lipossomais podem ser facilmente sintetizadas e manipuladas, 

adicionando moléculas à sua composição. Por exemplo, podem ser encapsulados fármacos 

hidrofílicos no núcleo aquoso; fármacos lipofílicos intercalados entre as membranas do 

lipossoma; ou adição de polímeros inertes e biocompatíveis como o polietilenoglicol (PEG) 

tornando estes mais estáveis e mais solúveis (Figura 14).  
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Figura 14. Estrutura do lipossoma transportador de fármacos. (A) Lado esquerdo mostra um 

lipossoma convencional. (B) No lado direito é esquematizado um lipossoma PEG. 

Fonte: Costa Rico, 2019. 

 

Lipossomas de longa circulação 

 

Os lipossomas de longa duração são classificados assim por ser capazes de aumentar o 

tempo de circulação, inibindo o processo de reconhecimento celular fagocitário mononuclear. 

São obtidos in vivo através de métodos tais como: o revestimento da superfície lipossômica 

com componentes hidrofílicos naturais (monossialogangliosideo e fosfatidilinositol) ou 

polímeros hidrofílicos sintéticos (PEG) (Sagristá et al., 2000; Torchilin, 2005).  

 

Lipossomas sítio-específicos 

 

Os lipossomas sítio-específicos são preparados no sentido de aumentar a 

especificidade de interação. As vesículas são preparadas por modificação da superfície, na 

qual os lipídeos escolhidos permitam a conjugação de uma variedade de elementos de 

reconhecimento. Para isso são utilizados derivados lipídicos reativos como grupamentos 

amino (fosfatidiletanolamina) e grupamento hidroxila (colesterol ou polietilenoglicol). Pode-

se citar como exemplo de ligantes de reconhecimento: anticorpos, glicopeptídeos, 

polissacarídeos, proteínas virais e lectinas (Edwards, Baeumner, 2006; Batista, 2007). 
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Imunolipossomas 

 

Os imunolipossomas são compostos lipofílicos que possuem ligantes com a 

capacidade de aumentar o acúmulo de fármacos encapsulados nas células e tecidos alvo, 

como: Imunoglobulinas (Ig) da classe (IgG) e seus fragmentos (Torchilin, 2005). 

 

Lipossomas como carreadores de proteínas e peptídeos 

 

Contêm na superfície compostos biologicamente ativos de origem protéica ou 

peptídica, como enzimas, hormônios peptídicos e citocinas. Estes lipossomas vêm sendo 

utilizados no tratamento de doenças hereditárias e do câncer (Torchilin, 2000). 

 

Virossomas 

 

Os virossomas são lipossomas utilizados na potencialização do efeito de vacinas 

encapsuladas com liberação específica do antígeno. Contêm hemaglutinina na superfície, que 

o direcionado para se ligar a resíduos de ácido sialíco na membrana das células. Os 

lipossomas são endocitados promovendo modificação conformacional na hemaglutinina, 

fundindo-se com a membrana endocítica (Kaneda, 2000; Kersten, Crommelin, 2003). 

 

Lipossomas polimórficos 

 

Os lipossomas polimórficos são compostos que se tornam reativos devido à mudança 

na estrutura desencadeada pela variação de pH (sensíveis ao pH), temperatura 

(termossensíveis) e carga iônica (catiônico). Os lipossomas sensíveis ao pH são preparados 

com compostos que reagem facilmente através da variação do pH do meio, tais como: 

fosfatidiletanolaminas insaturadas e hemissuccinato de colesterila. Seu uso é comum na 

liberação de fármacos no citoplasma ou no tecido intersticial de células tumorais (pH menor 

que o pH fisiológico normal) (Derycke, Witte, 2004).  

Os termossensíveis são compostos por uma mistura de lipídeos sintéticos, como 

dipalmitoilfosfatidilcolina (DPPC) e diestearoilfosfatidilcolina (DSPC), que possuem uma 

temperatura alguns graus acima da fisiológica (Sandip et al., 2000; Carvalho Jr. et al., 2007). 

Por fim, os lipossomas catiônicos apresentam carga positiva na superfície, sendo utilizados 

para liberação de ácidos nucléicos dentro das células (Dass, Choong, 2006; El-Aneed, 2004). 
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3.7.2 Perfil físico-químico dos lipossomas 

 

Tamanho médio das partículas 

 

O tamanho médio das nanopartículas é um parâmetro que pode influenciar sua 

atividade biológica, pois diferentes tamanhos de partículas podem exibir graus distintos de 

biodistribuição, absorção e eficácia terapêutica em diferentes alvos. Aproximar tamanhos de 

partículas de lipossomas em torno de 100 nm, é particularmente relevante porque esse 

tamanho está associado à atividade biológica aprimorada. Isso implica que a formulação pode 

ser mais eficaz na administração de seus compostos ativos, levando a resultados terapêuticos 

superiores (Moazeni et al., 2016; Caster et al., 2017).  

No entanto, é importante enfatizar que a atividade biológica final também é 

influenciada por fatores como composição do lipossomo, carga de superfície, morfologia e 

propriedades de liberação do composto ativo encapsulado (Moazeni et al., 2016; Caster et al., 

2017). 

 

Intensidade  

 

A intensidade está relacionada ao número de partículas na amostra e à eficiência de 

encapsulamento dos sesquiterpenos encapsulados. Este parâmetro é usado como uma medida 

indireta para estimar a quantidade de agente encapsulado em relação à quantidade total de 

partículas presentes (Li et al., 2016).  

 

Potencial Zeta 

 

O potencial Zeta, variando de −24,1 mV a 28,2 mV nas formulações, serve como um 

indicador da carga de partículas e estabilidade coloidal. O potencial Zeta é uma medida da 

carga elétrica de nanopartículas e é indicativo de sua estabilidade coloidal. Este valor fornece 

informações sobre a repulsão eletrostática entre partículas, a tendência de agregação e a 

interação com células e tecidos (Honary; Zahir, 2013). 

O potencial é determinado pela diferença de potencial entre a superfície das partículas 

e o líquido dispersante circundante. É influenciado por vários fatores, como força iônica, 

composição da suspensão, pH e interações interfaciais. Valores mais distantes de zero 

indicam maior estabilidade da suspensão (Smith et al., 2017). 
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Concentração dos lipossomas 

 

A concentração se refere à quantidade de nanopartículas presentes por mL da amostra 

analisada. Além das implicações relacionadas à segurança e eficácia, a concentração de 

nanopartículas também pode impactar as propriedades físicas e químicas das partículas. Por 

exemplo, a estabilidade coloidal das nanopartículas pode ser influenciada pela concentração 

(Wilhelm et al., 2016). 

Um estudo conduzido por Hufschmid et al. (2019) investigou a estabilidade de 

nanopartículas de óxido de ferro em diferentes concentrações, onde os resultados revelaram 

que altas concentrações de nanopartículas levaram a uma maior taxa de aglomeração e 

sedimentação, o que poderia comprometer a estabilidade coloidal das partículas. 

A concentração de nanopartículas na solução pode influenciar a dosagem e a eficácia 

terapêutica. Embora concentrações mais elevadas de nanopartículas resultem em maior 

bioatividade e biodisponibilidade mais rápida, também podem potencializar sua toxicidade. 

Altas concentrações de nanopartículas podem se acumular em tecidos e órgãos, levando ao 

estresse oxidativo, danos celulares e, consequentemente, efeitos adversos. Portanto, é 

necessário encontrar a concentração ideal para ação farmacológica (Wilhelm et al., 2016; 

González-Vega et al., 2022). 

 

Índice de polidispersão (IDP) 

 

O índice de polidispersão é uma medida da uniformidade do tamanho das partículas 

dentro da amostra. Valores próximo a 1 indicam que as partículas têm tamanhos semelhantes, 

enquanto o mais alto sugere uma distribuição de tamanho mais ampla, sugerindo uma 

distribuição de tamanho mais ampla de partículas suspensas (Danaei et al., 2018; Hoseini et 

al., 2023).  

A microfluídica é reconhecida por sua precisão na formação de lipossomas, 

permitindo o controle preciso do tamanho e uniformidade das partículas. A alta eficiência de 

mistura e cisalhamento dentro dos microcanais resultam em lipossomas de tamanho 

consistente. A microfluídica pode ser mais eficiente em lipídios em comparação a outros 

métodos, reduzindo assim os custos e otimizando a formulação (Danaei et al., 2018; Hoseini 

et al., 2023). 
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Eficiência de encapsulamento 

 

A eficiência de encapsulamento se refere à quantidade de sesquiterpeno encapsulado 

na nanopartícula lipídica. Valores mais altos indicam maior eficiência de encapsulamento. 

Um estudo conduzido por Minelli et al. (2012) investigou a eficácia de nanopartículas 

lipídicas sólidas contendo farnesol na inibição do crescimento de células cancerígenas do 

cólon. Os resultados mostraram que as nanopartículas carregadas com farnesol exibiram uma 

maior taxa de internalização em células cancerígenas e induziram maior apoptose em 

comparação ao farnesol livre.  

Além disso, as nanopartículas demonstraram menor toxicidade para células saudáveis. 

Esses estudos destacam a importância das nanopartículas no aumento da eficiência de entrega 

de sesquiterpenos e na melhoria de suas atividades terapêuticas. As nanopartículas permitem a 

proteção dos sesquiterpenos contra a degradação e permitem sua liberação controlada no local 

alvo. Além disso, a formulação de nanopartículas pode aumentar a solubilidade em água dos 

sesquiterpenos, permitindo uma administração mais eficaz (Gonzalez Gomez; Hosseinidoust, 

2020). 
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4 METODOLOGIA 

 

4.1 Substâncias utilizadas em pesquisa 

 

Foram utilizados os sesquiterpenos nerolidol (C15H26O), farnesol (C15H26O), α-

bisabolol (C15H26O), trans-cariofileno e óxido de cariofileno. O Cianeto de carbonila m-

clorofenil-hidrazona (CCCP) foi usado como inibidor padrão da bomba de efluxo para 

controle positivo. O agente intercalante de DNA utilizado foi o brometo de etídio (EtBr). 

Antibióticos específicos foram utilizados como substratos para cada bomba de efluxo 

bacteriano: norfloxacina para a cepa S. aureus 1199B portadora de NorA; tetraciclina para a 

cepa IS-58 de S. aureus portadora de Tet(K); eritromicina para a cepa de S. aureus RN4220 

que transporta a proteína MsrA; e fluorquinolonas (ciprofloxacina) para a cepa S. aureus 

K2068 portadora do gene mepA que codifica a proteína MepA. Os meios de cultura utilizados 

foram meio sólido Heart Infusion Agar (HIA, Difco, Forn El Chebbak, Líbano) e meio 

líquido Brain Heart Infusion (BHI). Todos os produtos foram adquiridos da Sigma-Aldrich 

Chemical Co. (St. Louis, MO, EUA). 

 

4.3 Síntese de nanoformulações lipossomais 

 

Inicialmente, utilizou-se uma solução altamente concentrada de 50 mg/mL de cada 

sesquiterpeno (nerolidol, farnesol, α-bisabolol, trans-carifileno e óxido de cariofileno) para o 

encapsulamento. Para criar a fase orgânica que constituiu as nanopartículas lipossomais, foi 

preparada uma solução lipídica composta por 1,2-dipalmitoil-sn-glicero-3-fosfocolina 

(DPPC), colesterol (CHOL) e distearoilfosfatidilcolina (DSPC) em uma proporção de 

DPPC:CHOL:DSPC a 52:45:3 (mol/mol) para atingir uma concentração lipídica final de 35 

mM. A técnica de microfluídica foi empregada utilizando o equipamento NanoAssemblr 

Benchtop (Precision NanosystemsTM, Vancouver, BC, Canadá), para a fabricação de 

nanopartículas.  

Para otimizar a eficiência do encapsulamento, foram utilizados os seguintes fatores: 

taxa de fluxo de 2:1 e taxa de fluxo total de 12 mL/min para as seringas esquerda e direita, 

respectivamente. Na seringa da esquerda foi adicionada a fase aquosa contendo a solução 

diluída de sesquiterpeno até atingir volume total de 3 mL. Na seringa da direita foi adicionada 

a solução lipídica com volume total de 1 mL.  
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Para a preparação de nanoformulações de controle, ou controles de lipossomas, apenas 

solução salina tamponada com fosfato (PBS) foi adicionada à seringa esquerda (solução 

aquosa). Após a preparação das nanopartículas, a formulação resultante foi colocada em 

Amicon® Ultra-15 3000 MWCO (Merck, Darmstadt, Alemanha) e centrifugada a 3000 rpm, 

20 °C por 30 min, para remover o solvente residual utilizado na solubilização lipídica. A 

lavagem foi realizada com tampão PBS a pH 7,2. Finalmente, as formulações foram 

armazenadas em ambiente refrigerado de 3 °C a 8 °C (Barros et al., 2013) 

 

4.4 Microrganismos utilizados nos ensaios 

 

Foram utilizadas as seguintes cepas: S. aureus 1199B, resistente a fluoroquinolonas 

hidrofílicas via proteína de efluxo NorA; S. aureus IS-58, contendo o plasmídeo PT181 

carregando o gene Tet(K) que expulsa tetraciclinas; S. aureus RN4220, transportando o 

plasmídeo pUL5054 que transporta o gene para a proteína MsrA que eflui macrólidos (Tabela 

1). Todas as cepas foram mantidas em meio HIA a 4 ° C e em glicerol em freezer a -80 ° C. 

As cepas portadoras de genes de resistência foram mantidas em meio de cultura sob condições 

subinibitórias para induzir a expressão gênica. 

Tabela 1. Cepas bacterianas de S. aureus utilizadas nos ensaios microbiológicos. 

Strain Plasmid/Gene Protein (Substrate Antibiotic) 

1199B norA NorA (Norfloxacin) 

IS-58 Plasmid PT181 (tetK) Tet(K) (Tetracyclin) 

RN4220 Plasmid Pul5054 (msrA) MsrA (Erythromycin) 

K2068 MepA MepA 

 

4.5 Atividade antibacteriana avaliada medindo a Concentração Inibitória Mínima 

(CIM) 

 

O teste foi realizado para determinação da concentração inibitória mínima (CIM) de 

sesquiterpenos capazes de inibir o crescimento das cepas 1199B, IS-58 e RN4220 de S. 

aureus. O inóculo bacteriano das três cepas foi preparado em solução salina estéril, 

correspondendo a uma escala de McFarland de 0,5, que correspondeu a 1,5 × 108 Unidades 

Formadoras de Colônias (UFCs). Em seguida, foram preparados meios de distribuição em 

microtubos, contendo 900 µL de meio de cultura Brain Heart Infusion (BHI) e 100 µL do 

inóculo de bactérias. Um total de 100 µL do conteúdo do tubo foi transferido para uma placa 
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de microdiluição de 96 poços. Posteriormente, foi realizada uma diluição seriada (1:1) com 

100 µL de sesquiterpenos isolados ou encapsulados de nerolidol, farnesol, α-bisabolol, trans-

cariofileno e óxido de cariofileno.  

As microdiluições foram realizadas até o penúltimo poço, deixando o último poço 

como controle de crescimento. As concentrações finais de cada sesquiterpeno variaram de 512 

µg/mL a 0,5 µg/mL. As placas foram incubadas em incubadoras bacteriológicas por 24 horas 

a 37°C. Os experimentos foram realizados em triplicata. Na leitura, adiciou-se 20 µL de 

resazurina (7-hidroxi-3H-fenoxazina-3-ona-10-óxido), observando-se a mudança de cor em 

cada poço. A coloração azul indicou ausência de crescimento bacteriano, enquanto uma 

mudança de cor para vermelho indicou crescimento bacteriano. 

 

4.6 Avaliação da inibição das bombas de efluxo NorA, Tet(K), MsrA e MepA 

 

A inibição das bombas de efluxo foi verificada pela redução da CIM dos antibióticos e 

EtBr contra as cepas de S. aureus 1199B, IS-58, RN4220 e K2068. Os inóculos bacterianos 

foram preparados conforme descrito na seção anterior. As soluções-teste foram preparadas em 

microplacas contendo 200 µL de inóculo, sesquiterpeno isolado ou encapsulado em 

concentração subinibitória (MIC/8) e meio de cultura BHI, resultando em volume final de 2 

mL. A solução controle continha apenas o inóculo e o meio de cultura.  

Posteriormente, as soluções foram transferidas para placas de microdiluição de 96 

poços, com adição de 100 µL do conteúdo em cada poço. Em seguida, 100 µL de antibióticos 

norfloxacina, tetraciclina, eritromicina ou EtBr foram diluídos em série (1:1) até o penúltimo 

poço, resultando em concentrações variando de 512 µg/mL a 0,5 µg/mL, sendo o controle 

negativo composto apenas pelo antibiótico ou EtBr. O controle positivo consistiu em CCCP. 

A leitura foi realizada conforme descrito na seção anterior. A MIC foi definida como a menor 

concentração na qual não houve crescimento bacteriano no poço, caracterizada pela coloração 

azul da resazurina. 

 

4.7 Inibição de bombas de efluxo avaliada pelo aumento da emissão de fluorescência de 

EtBr 

 

A cepa S. aureus K2068 foi semeada em meio de cultura sólido HIA e incubada em 

incubadora bacteriológica a 37 ° C por 24 h antes da realização dos experimentos. O inóculo 

foi preparado até a obtenção de 1,5 × 108 unidades formadoras de colônias (UFC), 
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correspondente ao valor 0,5 na escala de McFarland. O inóculo foi preparado em PBS. Para o 

teste, foram selecionados sesquiterpenos que apresentaram os melhores resultados nos ensaios 

de microdiluição.  

Foram preparadas soluções teste (100 µg/mL) dos sesquiterpenos nerolidol, farnesol, 

α-bisabolol, trans-cariofileno e óxido de cariofileno, contendo o inóculo K2068. O controle 

positivo utilizado foi CCCP a 50 µg/mL. A Solução Tampão PBS foi adicionado a cada 

solução para atingir um volume final de 1 mL. As soluções foram incubadas por 1 hora e 30 

minutos. Em seguida, EtBr (brometo de etídio) a 100 µg/mL foi adicionado a todas as 

soluções, exceto ao grupo de inóculo sozinho, que serviu como controle de crescimento. As 

soluções foram incubadas por mais 1 h. Posteriormente, as soluções foram centrifugadas a 

10.000 rpm durante 2 min e lavadas com PBS para remover todo o EtBr e substâncias do 

meio. O sobrenadante foi descartado e o sedimento resultante foi dissolvido em PBS. A 

amostra contendo o pellet dissolvido foi distribuída em microplacas.  

A leitura foi realizada utilizando leitor de microplacas de fluorescência Cytation 1, 

BioTek® (Winooski, VT, EUA) e software Gen5™ 3.22 com excitação em 530 nm e 

comprimento de onda de emissão em 590 nm.  

A leitura foi feita para os seguintes grupos:  

 Inóculo isolado (controle de crescimento); 

 Inóculo + EtBr (controle negativo),  

 Inóculo + EtBr + CCCP (controle positivo),  

 Inóculo + EtBr + nerolidol 100 µg/mL,  

 Inóculo + EtBr + farnesol 100 µg/Ml; 

 Inóculo + EtBr + α-bisabolol 100 µg/mL.  

O ensaio foi realizado em triplicata e os resultados foram comparados ao grupo 

controle negativo, EtBr. 

 

4.8 Análise estatística 

 

Os ensaios foram realizados em triplicado. Nos testes microbiológicos, utilizou-se 

estatística descritiva para cálculo da média geométrica e desvio padrão, e os resultados foram 

comparados por meio de ANOVA Two-way, seguida do teste post hoc de Bonferroni. A 

análise do ensaio de fluorimetria e demais testes foi realizada por meio da ANOVA One-way, 

seguida do teste de Dunnett. Os resultados foram considerados significativos quando p < 0,05. 

Foi utilizado o software GraphPad Prism 5.0. 
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Abstract 

 

The efflux systems are considered important mechanisms of bacterial resistance due to their 

ability to extrude various antibiotics. Several naturally occurring compounds, such as 

sesquiterpenes, have demonstrated antibacterial activity and the ability to inhibit efflux pumps 

in resistant strains. Therefore, the objective of this research was to analyze the antibacterial 

and inhibitory activity of the efflux systems NorA, Tet(K), MsrA, and MepA by 

sesquiterpenes nerolidol, farnesol, and α-bisabolol, used either individually or in liposomal 

nanoformulation, against multi-resistant Staphylococcus aureus strains. The methodology 

consisted of in vitro testing of the ability of sesquiterpenes to reduce the Minimum Inhibitory 

Concentration (MIC) and enhance the action of antibiotics and ethidium bromide (EtBr) in 

broth microdilution assays. The following strains were used: S. aureus 1199B carrying the 

NorA efflux pump, resistant to norfloxacin; IS-58 strain carrying Tet(K), resistant to 

tetracyclines; RN4220 carrying MsrA, conferring resistance to erythromycin. For the EtBr 

fluorescence measurement test, K2068 carrying MepA was used. It was observed the 

individual sesquiterpenes exhibited better antibacterial activity as well as efflux pump 

inhibition. Farnesol showed the lowest MIC of 16.5 µg/mL against the S. aureus RN4220 

strain. Isolated nerolidol stood out for reducing the MIC of EtBr to 5 µg/mL in the 1199B 

strain, yielding better results than the positive control CCCP, indicating strong evidence of 

NorA inhibition. The liposome formulations did not show promising results, except for 

liposome/farnesol, which reduced the MIC of EtBr against 1199B and RN4220. Further 

research is needed to evaluate the mechanisms of action involved in the inhibition of 

resistance mechanisms by the tested compounds. 

 

Keywords: efflux pump; fluorescence; liposome; nanoformulation; sesquiterpenes; 

Staphylococcus aureus 
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5.1 Introduction 

 

The indiscriminate use of antibiotics has influenced the alarming levels of bacterial 

resistance to multiple drugs. Bacterial resistance to antibiotics is a natural, evolutionary, and 

adaptive phenomenon of these microorganisms, causing inactivation or reducing the action of 

antibiotics and biocides. Among the existing resistance mechanisms, active efflux systems 

stand out, which reduce the intracellular concentration of the antibiotic in the bacterial cell [1–

3]. 

Efflux pumps are considered one of the most important mechanisms of bacterial 

resistance due to their broad range of substrates. They can be found in Gram-positive and 

Gram-negative bacteria, facilitating the extrusion of almost all existing classes of 

conventional antibiotics [4–9]. 

Research on efflux pumps is growing, aiming to develop or enhance effective drugs. 

In this perspective, many studies have evaluated medicinal plants that show high potential for 

inhibiting bacterial infections [10]. Many bioactive compounds present in medicinal plants 

demonstrate direct antimicrobial activity, synergistic action, and potentiation of drugs, as well 

as inhibition of bacterial resistance mechanisms. Among the studied classes, sesquiterpenes 

are active metabolites of essential oils from medicinal plants that possess important 

antimicrobial characteristics [11,12]. 

Studies have shown sesquiterpenes exhibit activity in inhibiting efflux pumps in 

resistant strains of Staphylococcus aureus. Furthermore, formulation and encapsulation 

studies have demonstrated liposomal nanoformulations can enhance absorption, improve 

distribution, and prolong the plasma half-life of compounds such as sesquiterpenes, which 

have limitations in their pharmacological potential due to their low solubility in biological 

fluids [13–16]. 

Liposomes are artificial vesicles composed of one or more concentric phospholipid 

bilayers. They are formed from phospholipids and cholesterol, which are biocompatible and 

non-toxic materials. These phospholipids have a hydrophilic head and a hydrophobic tail 

made of fatty acids, providing compartments of different polarities and compatibility for 

encapsulating hydrophilic or hydrophobic compounds. They have the ability to trap lipophilic 

agents in the lipid membrane and hydrophilic compounds in the aqueous core. The 

physicochemical properties of liposomes, such as permeability, membrane fluidity, charge 

density, determine the interaction of liposomes with the body’s targets after systemic 

administration, making them an efficient drug carrier system [17–19]. 
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Research has shown the significant bioactivity of naturally sourced compounds 

encapsulated in liposomes. Among these biological activities, one can mention antibacterial 

action [20], antioxidant [21–23], antitumoral [24,25], and protection against 

neurodegenerative diseases [26]. Sesquiterpenes are organic compounds with lipophilic 

characteristics. Many substances, such as proteins, lipid-polymer conjugates, and fats, are 

frequently used as vehicles for lipophilic substances. The use of nanoformulation technology 

facilitates the delivery of sesquiterpenes without altering their organoleptic characteristics and 

physicochemical properties [27,28]. 

Innovations using vesicular carriers are on the rise due to their proven effectiveness in 

drug delivery, enhancing the bioactivity of compounds for topical or systemic action [29]. 

Various vesicular carrier systems have demonstrated in vitro antimicrobial action, leading to 

the optimization of the drug [30]. 

Currently, research into new targets for antibiotic therapy is on the rise. In this regard, 

the search for different strategies to inhibit efflux pumps is essential to restore the 

effectiveness of antibiotics. Therefore, the discovery of natural compounds that can act as 

antibiotic adjuvants or inhibit resistance mechanisms becomes relevant. Furthermore, the 

liposomal encapsulation of bioactive molecules has shown promise in antimicrobial treatment 

because liposomes enhance the delivery and distribution of the drug within biological systems 

[20]. 

In light of this, the present study aims to analyze the inhibitory activity of the efflux 

systems NorA, Tet(K), MsrA, and MepA by sesquiterpenes nerolidol, farnesol, and α-

bisabolol, used individually and in liposomal nanoformulation, against multi-resistant S. 

aureus strains.  

 

5.2 Results and Discussion 

 

5.2.1. Physical-Chemical Profile of Liposomes 

 

The physical-chemical characterization of the nanoformulations consisted of 

determining the average size of the liposomes, intensity, Zeta potential, concentration, 

polydispersity index (PDI), and encapsulation efficiency (Table 1). 

 

Table 1. Physical-chemical characteristics of liposomal nanoformulations control and 

containing nerolidol, farnesol, and α-bisabolol. 
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 Liposome Control 
Liposome/ 

Nerolidol 

Liposome/ 

Farnesol 

Liposome/ 

α-Bisabolol 

Size 218.9 nm ± 45.1 241.8 nm ± 73.1 201.4 nm ± 66.6 183.5 nm ± 58 

Intensity 2.5 a.u. 3 a.u. 5 a.u. 5 a.u. 

Zeta potential −18.8 mV −24.1 mV −13 mV 28.2 Mv 

Ph 7.4 7.4 7.4 7.4 

Concentration 
6.99 × 108 

particles/mL 

6.82 × 108 

particles/mL 

4.42 × 108 

particles/mL 

4.02 × 108 

particles/mL 

Polydispersity 

index (PDI) 
0.50 0.61 0.92 0.755 

Encapsulation 

efficiency 
- 85.4% 79% 87% 

 

The nanoformulations presented average sizes of 218.9 nm, 241.8 nm, 201.4 nm, and 

183.5 nm, respectively, for the control liposomes and those containing nerolidol, farnesol, and 

α-bisabolol. The average size of nanoparticles is a parameter that can influence their 

biological activity. Different particle sizes can exhibit distinct degrees of biodistribution, 

absorption, and therapeutic efficacy in different targets. Approaching liposome particle sizes 

around 100 nm, as seen in the α-bisabolol formulation, is particularly relevant because this 

size is associated with enhanced biological activity. This implies the formulation can be more 

effective in delivering its active compounds, leading to superior therapeutic outcomes. 

However, it is important to emphasize the final biological activity is also influenced by factors 

such as liposome composition, surface charge, morphology, and release properties of the 

encapsulated active compound [31,32]. 

Intensity is a widely used technique for determining the concentration and size of 

particles in suspension. Intensity is related to the number of particles in the sample and the 

encapsulation efficiency of the encapsulated sesquiterpenes. This parameter is used as an 

indirect measure to estimate the amount of encapsulated agent relative to the total quantity of 

particles present [33]. The present study showed satisfactory signal intensity, which was 2.5 

a.u., 3 a.u., 5 a.u., and 5 a.u., respectively. 

The Zeta potential, ranging from −24.1 mV to 28.2 mV in the formulations, serves as 

an indicator of particle charge and colloidal stability. The Zeta potential is a measure of the 

electric charge of nanoparticles and is indicative of their colloidal stability. This value 

provides information about the electrostatic repulsion between particles, the tendency of 
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aggregation, and the interaction with cells and tissues. The potential is determined by the 

potential difference between the surface of the particles and the surrounding dispersing liquid. 

It is influenced by various factors such as ionic strength, suspension composition, pH, and 

interfacial interactions [34,35]. Values further from zero indicate more suspension stability. 

Therefore, the liposomes/sesquiterpenes studied show significant Zeta potential values, which 

are −18.8 mV, −24.1 mV, −13 mV, and 28.2 mV. Significant Zeta potential values, as 

observed in the nerolidol and α-bisabolol formulations, suggest good colloidal stability. 

Concentration refers to the quantity of nanoparticles present per ml of the analyzed 

sample. For instance, the nanoformulation containing nerolidol has a concentration of 6.82 × 

108 particles/mL, the farnesol formulation contains 4.42 × 108 particles/mL, and the 

nanoformulation with α-bisabolol contains 4.02 particles/mL. In addition to implications 

related to safety and efficacy, nanoparticle concentration can also impact the physical and 

chemical properties of the particles. For example, the colloidal stability of nanoparticles can 

be influenced by the concentration. A study conducted by Hufschmid et al. [36] investigated 

the stability of iron oxide nanoparticles at different concentrations. The results revealed high 

concentrations of nanoparticles led to a higher rate of agglomeration and sedimentation, 

which could compromise the colloidal stability of the particles. 

The concentration of nanoparticles in the solution can influence the dosage and 

therapeutic efficacy. Although higher concentrations of nanoparticles result in greater 

bioactivity and faster biodisponibility, it can also potentiate their toxicity [37]. High 

concentrations of nanoparticles can accumulate in tissues and organs, leading to oxidative 

stress, cellular damage, and consequently, adverse effects. Therefore, it is necessary to find 

the ideal concentration for pharmacological action [38]. 

The Polydispersity Index is a measure of particle size uniformity within the sample. 

PDI values range from 0.50 (control group) to 0.92 (farnesol formulation). A PDI close to 1 

indicates particles have similar sizes, whereas a higher PDI suggests a broader size 

distribution. The farnesol formulation exhibits a higher PDI, which may indicate greater 

variation in particle size. The elevated PDI observed in some liposome formulations (up to 

0.92) suggests a broader size distribution of suspended particles. However, it is worth 

highlighting the suitability of the microfluidic technique employed in this study. Microfluidics 

is renowned for its precision in liposome formation, allowing for precise control of particle 

size and uniformity. The high mixing efficiency and shear within microchannels result in 

consistently sized liposomes. Microfluidics can be more lipid-efficient compared to other 

methods, thereby reducing costs, and optimizing formulation [39,40]. 
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The encapsulation efficiency refers to the amount of sesquiterpene encapsulated in the 

lipid nanoparticle. Higher values indicate greater encapsulation efficiency. For example, the 

liposomes studied here showed an encapsulation efficiency of 85%, 79%, and 87%, 

respectively, for nerolidol, farnesol, and bisabolol, indicating a high percentage of the 

compound inside the liposome. 

A study conducted by Minelli et. al. [41] investigated the efficacy of solid lipid 

nanoparticles carrying farnesol in inhibiting the growth of colon cancer cells. The results 

showed farnesol-loaded nanoparticles exhibited a higher internalization rate in cancer cells 

and induced greater apoptosis compared to free farnesol. Additionally, the nanoparticles 

demonstrated lower toxicity to healthy cells. These studies highlight the importance of 

nanoparticles in enhancing the delivery efficiency of sesquiterpenes and improving their 

therapeutic activities. Nanoparticles allow for the protection of sesquiterpenes against 

degradation and enable their controlled release at the target site. Moreover, nanoparticle 

formulation can enhance the water solubility of sesquiterpenes, allowing for more effective 

administration [42]. 

 

5.2.2 Antibacterial Activity and Efflux Pump Inhibition Assessed through MIC Reduction 

 

The isolated sesquiterpenes showed direct antibacterial activity, with nerolidol having 

MIC values of 32 µg/mL and 128 µg/mL against IS-58 and RN4220 strains, respectively. 

Farnesol presented MIC values of 25.4 µg/mL, 32 µg/mL, and 16 µg/mL against 1199B, IS-

58, and RN4220 strains, respectively. α-bisabolol exhibited MIC values of 128 µg/mL, 64 

µg/mL, and 161.3 µg/mL against 1199B, IS-58, and RN4220 strains, respectively (Table 2). 

 

Table 2. The minimum inhibitory concentration of isolated and encapsulated nerolidol, 

farnesol, and α-bisabolol against S. aureus strains 1199B, IS-58, and RN4220. Concentrations 

in (µg/mL). 

Compound 1199B IS-58 RN4220 

Nerolidol 1024 µg/mL ± 0.5 32 µg/mL ± 0.5 * 128 µg/mL ± 0.5 * 

Farnesol 25.4 µg/mL ± 0.8 * 32 µg/mL ± 0.5 * 16 µg/mL ± 0.5 * 

α-bisabolol 128 µg/mL ± 0.5 * 64 µg/mL ± 0.5 * 161.3 µg/mL ± 0.8* 
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Liposome/Nerolidol ≥1024 µg/mL ± 0.5 ≥1024 µg/mL ± 0.5 ≥1024 µg/mL ± 0.5 

Liposome/Farnesol ≥1024 µg/mL ± 0.5 ≥1024 µg/mL ± 0.5 ≥1024 µg/mL ± 0.5 

Liposome/α-bisabolol ≥1024 µg/mL ± 0.5 ≥1024 µg/mL ± 0.5 ≥1024 µg/mL ± 0.5 

* Clinically relevant antibacterial activity. 

 

Given sesquiterpenes are organic compounds with lipophilic characteristics, they were 

incorporated into the lipophilic layer of the liposomes, becoming interspersed within their 

membrane. With this, the sesquiterpene can be gradually released upon contact with the 

bacterial membrane or the surrounding environment. The non-promising results observed 

with the liposome/sesquiterpene complex may have occurred due to the difference between 

the lipids present in the liposome and the phospholipids in the bacterial membrane of S. 

aureus [43,44]. 

Figure 1 and Table 3 show the inhibitory action results of the sesquiterpenes nerolidol, 

farnesol, and α-bisabolol against S. aureus 1199B strains carrying the NorA efflux pump. In 

Figure 1A, it can be observed the combination of nerolidol with norfloxacin significantly 

reduced the MIC of this antibiotic from 50.6 µg/mL to 12.7 µg/mL, compared to the antibiotic 

control alone, indicating potentiation of the antibacterial activity. The combination of 

nerolidol with EtBr also reduced the EtBr MIC from 64 µg/mL to 5 µg/mL. Both in 

combination with the antibiotic and in combination with EtBr, nerolidol showed significantly 

better results than the positive control CCCP. However, nerolidol encapsulated in a liposomal 

nanoformulation did not show a potentiating effect on norfloxacin or EtBr. 

Isolated or encapsulated farnesol, when associated with norfloxacin, did not show 

significant results in reducing the MIC. However, when associated with EtBr, both isolated 

and encapsulated farnesol reduced the EtBr MIC to 50 µg/mL and 40.3 µg/mL, respectively, 

compared to the control (64 µg/mL) (Figure 1B). 

The α-bisabolol in association with norfloxacin did not potentiate the antibacterial 

action of the antibiotic. When associated with EtBr, isolated α-bisabolol did not have a 

synergistic effect. However, α-bisabolol in the liposomal nanoformulation showed a 

synergistic effect with a reduced MIC of 50.8 µg/mL, compared to the control of 64 µg/mL 

(Figure 1C). These results indicate the isolated sesquiterpenes nerolidol and farnesol possibly 

act on the inhibition of NorA, while the encapsulated forms of farnesol and α-bisabolol may 

act on the inhibition of NorA. 
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A 

 

B 

 

C 

 

Figure 1. Evaluation of the NorA efflux pump inhibitory activity by nerolidol (A), farnesol 

(B), and α-bisabolol (C) sesquiterpenes isolated and encapsulated in liposomes, against the S. 

aures 1199B strain. Associated with norfloxacin and ethidium bromide. Two-way ANOVA 
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followed by Bonferroni post hoc. CCCP = carbonyl cyanide 3-chlorophenylhydrazone; EtBr = 

ethidium bromide; **** = p < 0.0001 vs. control. 

 

Table 3. Minimum inhibitory concentration of nerolidol, farnesol, and α-bisabolol 

sesquiterpenes, whether isolated or encapsulated in liposomes, against the S. aureus 1199B 

strain, associated with norfloxacin and ethidium bromide. * Statistically significant compared 

to the norfloxacin or EtBr control. 

Group with Antibiotic MIC Group with EtBr MIC 

Norfloxacin 50.8 µg/mL ± 0.8 EtBr 64 µg/mL ± 0.5 

Norfloxacin + CCCP 32 µg/mL ± 0.5 * EtBr + CCCP 32 µg/mL ± 0.5 * 

Norfloxacin + Nerolidol 12.7 µg/mL ± 0.8* EtBr + Nerolidol 5 µg/mL ± 0.5 * 

Norfloxacin + Farnesol 64 µg/mL ± 0.5 EtBr + Farnesol 50.8 µg/mL ± 0.8* 

Norfloxacin + α-bisabolol 64 µg/mL ± 0.5 EtBr + α-bisabolol 80.6 µg/mL ± 0.8 

Norfloxacin + Liposome 

control 
101.6 µg/mL ± 0.8 

EtBr + Liposome 

control 
64 µg/mL ± 0.5 

Norfloxacin + 

Liposome/Nerolidol 
64 µg/mL ± 0.5 

EtBr + 

Liposome/Nerolidol 
64 µg/mL ± 0.5 

Norfloxacin + 

Liposome/Farnesol 
101.6 µg/mL ± 0.8 

EtBr + 

Liposome/Farnesol 
40.3 µg/mL ± 0.8 * 

Norfloxacin + 

Liposome/α-bisabolol 
64 µg/mL ± 0.5 

EtBr + Liposome/α-

bisabolol 
50.8 µg/mL ± 0.8 * 

 

Figure 2 shows the results of the action of the sesquiterpenes nerolidol, farnesol, and 

α-bisabolol against the S. aureus IS-58 strain carrying the Tet(K) efflux pump. Among all 

substances tested, only α-bisabolol exhibited a potentiating effect, reducing the EtBr MIC to 8 

µg/mL. This result indicates that α-bisabolol may inhibit the Tet(K) efflux mechanism in the 

S. aureus IS-58 strain (Table 4). 
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Figure 2. Evaluation of the Tet(K) efflux pump inhibitory activity by the nerolidol (A), 

farnesol (B), and α-bisabolol (C) sesquiterpenes isolated and encapsulated in liposomes, 

against the S. aures IS-58 strain. Associated with norfloxacin and ethidium bromide. Two-

way ANOVA followed by Bonferroni post hoc. CCCP = Carbonyl cyanide 3-

chlorophenylhydrazone; EtBr = ethidium bromide; **** = p < 0.0001 vs. control. 

 

Table 4. Minimum inhibitory concentration of nerolidol, farnesol, and α-bisabolol 

sesquiterpenes, whether isolated or encapsulated in liposomes, against the S. aureus IS-58 

strain, associated with norfloxacin and ethidium bromide. * Statistically significant compared 

to the tetracyclin or EtBr control. 

Group with Antibiotic MIC Group with EtBr MIC 

Tetracycline 64 µg/mL ± 0.5 EtBr 10 µg/mL ± 0.5 

Tetracycline + CCCP 25.4 µg/mL ± 0.8 * EtBr + CCCP 2 µg/mL ± 0.5 * 

Tetracycline + Nerolidol 64 µg/mL ± 0.5 EtBr + Nerolidol 25.4 µg/mL ± 0.8 

Tetracycline + Farnesol 64 µg/mL ± 0.5 EtBr + Farnesol 10 µg/mL ± 0.5 

Tetracycline + α-bisabolol 64 µg/mL ± 0.5 EtBr + α-bisabolol 8 µg/mL ± 0.5 * 

Tetracycline + Liposome 

control 
128 µg/mL ± 0.5 

EtBr + Liposome 

control 
36 µg/mL ± 0.5 

Tetracycline + 

Liposome/Nerolidol 
256 µg/mL ± 0.5 

EtBr + 

Liposome/Nerolidol 
36 µg/mL ± 0.5 

Tetracycline + 

Liposome/Farnesol 
128 µg/mL ± 0.5 

EtBr + 

Liposome/Farnesol 
36 µg/mL ± 0.5 

Tetracycline + 

Liposome/α-bisabolol 
64 µg/mL ± 0.5 

EtBr + Liposome/α-

bisabolol 
12.7 µg/mL ± 0.8 

 

Against the S. aureus strain expressing the MsrA efflux system, only farnesol showed 

significant effects when associated with erythromycin, reducing the erythromycin MIC to 256 

µg/mL. In association with EtBr, encapsulated nerolidol and isolated and encapsulated 

farnesol showed significant effects in reducing the MIC to 8 µg/mL, 21 µg/mL, and 21.8 

µg/mL, respectively, indicating the occurrence of MsrA efflux pump inhibition (Figure 3 and 

Table 5). 
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Figure 3. Evaluation of the MsrA efflux pump inhibitory activity by the nerolidol (A), 

farnesol (B), and α-bisabolol (C) sesquiterpenes isolated and encapsulated in liposomes, 

against the S. aures RN4220 strain. Associated with erythromycin and ethidium bromide. 

Two-way ANOVA followed by Bonferroni post hoc. CCCP = Carbonyl cyanide 3-

chlorophenylhydrazone; EtBr = ethidium bromide; **** = p < 0.0001 vs. control. 

 

Table 5. Minimum inhibitory concentration of nerolidol, farnesol, and α-bisabolol 

sesquiterpenes, whether isolated or encapsulated in liposomes, against the S. aureus RN4220 

strain, associated with norfloxacin and ethidium bromide. * Statistically significant compared 

to the tetracyclin or EtBr control. 

Group with Antibiotic MIC Group with EtBr MIC 

Erythromycin 512 µg/mL ± 0.5 EtBr 36 µg/mL ± 0.5 

Erythromycin + CCCP 0.5 µg/mL ± 0.5* EtBr + CCCP 2 µg/mL ± 0.5 * 

Erythromycin + Nerolidol 512 µg/mL ± 0.5 EtBr + Nerolidol 36 µg/mL ± 0.5 

Erythromycin + Farnesol 256 µg/mL ± 0.5* EtBr + Farnesol 
21.8 µg/mL ± 

0.8* 

Erythromycin + α-bisabolol 512 µg/mL ± 0.5 EtBr + α-bisabolol 36 µg/mL ± 0.5 

Erythromycin + Liposome 

control 
512 µg/mL ± 0.5 

EtBr + Liposome 

control 
36 µg/mL ± 0.5 

Erythromycin + 

Liposome/Nerolidol 
512 µg/mL ± 0.5 

EtBr + 

Liposome/Nerolidol 
8 µg/mL ± 0.5* 
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Erythromycin + 

Liposome/Farnesol 
512 µg/mL ± 0.5 

EtBr + 

Liposome/Farnesol 

21.8 µg/mL ± 

0.8* 

Erythromycin + 

Liposome/α-bisabolol 
512 µg/mL ± 0.5 

EtBr + Liposome/α-

bisabolol 
36 µg/mL ± 0.5 

 

The reduction of specific antibiotics’ MIC and EtBr by sesquiterpenes is indicative of 

efflux pump inhibition or potentialization of antibiotic action [45–53]. Secondary metabolites 

are chemical compounds produced by plants as defense mechanisms against pathogens such 

as fungi and bacteria, as well as herbivorous animals. They can be useful in treating diseases 

and infections, exhibiting various proven bioactivities such as antioxidant, antidiabetic, 

antiproliferative, anti-inflammatory, and antimicrobial actions [54]. 

According to Alsheikh et al. [55], phytochemicals can exert antimicrobial action 

through mechanisms distinct from conventional antibiotics, such as inhibiting cell wall 

synthesis and interfering with bacterial physiology by reducing membrane potential and ATP 

synthesis. Additionally, they can modulate bacterial susceptibility to antibiotics. 

Components of essential oils can act on efflux pumps, restoring the effectiveness of 

some antibiotics that are targets of resistance mechanisms. Sesquiterpenes exhibit broad 

antibacterial activity related to their lipophilic characteristics [56]. Oliveira et al. [57] 

emphasize that sesquiterpenes nerolidol, farnesol, and α-bisabolol have the potential to 

enhance the activity of conventional antimicrobials, such as gentamicin, oxacillin, and 

methicillin. Farnesol can potentiate the effect of conventional antimicrobials against S. aureus 

RN4220 strains that produce the MsrA efflux mechanism. In the study, researchers associated 

the sesquiterpene with fusidic acid, demonstrating the potentiation of this effect on the MIC. 

According to Cruz et al. [58], α-bisabolol exhibited potentiating activity against 

antimicrobials in the presence of S. aureus strains expressing the Tet(K) and NorA efflux 

systems. In their studies, Moura et al. [11] demonstrated nerolidol is an effective 

sesquiterpene in infection treatment caused by multidrug-resistant bacteria. 

In addition to the antimicrobial effects of sesquiterpenes on multidrug-resistant strains, 

studies reveal liposomal nanoformulations can enhance the therapeutic action of 

antimicrobials. The encapsulation of farnesol in liposomes resulted in significantly increased 

antifungal activity against strains of Candida albicans, C. tropicalis, and C. krusei, leading to 

a considerable reduction in IC50 [59]. 

Several in vivo and in vitro studies confirm the effectiveness of encapsulating 

compounds in liposomes, enhancing the antibacterial and anticancer action of these 

compounds [60–63]. These results are consistent with the data presented for farnesol in 
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liposomes against the 1199B and RN4220 strains, where there was a reduction in the MIC of 

EtBr. 

 

5.2.3 Evaluation of Efflux Pump Inhibition by Fluorescence Emission 

 

When measuring fluorescence emission, it was observed nerolidol at 100 µg/mL and 

farnesol at 100 µg/mL increased fluorescence emission compared to the negative control, 

which consisted of inoculum plus EtBr. This increase was represented by 31.3% and 17.5%, 

respectively. The same result was observed with the efflux pump inhibitor CCCP, indicating 

the reproducibility of the experiment (Figure 4). The average increase in fluorescence 

suggested the possible inhibition of the MepA efflux pump, considering that inhibition of 

EtBr efflux led to an increase in its intracellular concentration and, consequently, enhanced 

the fluorescence of the sample [64–66]. 

 

Figure 4. Evaluation of MepA efflux pump inhibition by measuring fluorescence emission in 

S. aureus K2068 strain, treated with nerolidol, farnesol, and α-bisabolol at 100 µg/mL. EtBr = 

ethidium bromide; Inoc = inoculum; **** = p < 0.0001 vs. inoc + EtBr; *** = p < 0.001 vs. 

inoc + EtBr. 
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5.3 Materials and Methods 

 

5.3.1 Substances Used in Research 

 

The sesquiterpenes nerolidol (C15H26O), farnesol (C15H26O), and α-bisabolol (C15H26) 

were used. Carbonyl cyanide m-chlorophenyl-hydrazone (CCCP) was used as the standard 

efflux pump inhibitor for positive control. The DNA intercalating agent used was ethidium 

bromide (EtBr). Specific antibiotics were used as substrates for each bacterial efflux pump: 

norfloxacin for the S. aureus 1199B strain carrying NorA; tetracycline for the S. aureus IS-58 

strain carrying Tet(K); and erythromycin for the S. aureus RN4220 strain carrying the MsrA 

protein. The culture media used were solid medium Heart Infusion Agar (HIA, Difco, Forn El 

Chebbak, Lebanon) and liquid medium Brain Heart Infusion (BHI). All products were 

purchased from Sigma-Aldrich Chemical Co. (St. Louis, MO, USA). 

 

5.3.2 Synthesis of Liposomal Nanoformulations 

 

Initially, a highly concentrated solution of 50 mg/mL of nerolidol, farnesol, and α-

bisabolol was prepared for encapsulation. To create the organic phase that constituted the 

liposomal nanoparticles, a lipid solution was prepared, consisting of 1,2-dipalmitoyl-sn-

glycero-3-phosphocholine (DPPC), cholesterol (CHOL), and distearoylphosphatidylcholine 

(DSPC) in a ratio of DPPC:CHOL:DSPC at 52:45:3 (mol/mol) to achieve a final lipid 

concentration of 35 mM. The microfluidics technique was employed using the NanoAssemblr 

Benchtop equipment (Precision NanosystemsTM, Vancouver, BC, Canada), For the 

nanoparticle fabrication. To optimize encapsulation efficiency, the following factors were 

used: a flow rate ratio of 2:1 and a total flow ratio of 12 mL/min for the left and right 

syringes, respectively. In the left syringe, the aqueous phase containing the diluted 

sesquiterpene solution was added until a total volume of 3 mL was reached. In the right 

syringe, the lipid solution was added with a total volume of 1 mL. For the preparation of 

control nanoformulations, or liposome controls, only phosphate-buffered saline (PBS) was 

added to the left syringe (aqueous solution). After the nanoparticle preparation, the resulting 

formulation was placed in Amicon® Ultra-15 3000 MWCO (Merck, Darmstadt, Germany) 

and centrifuged at 3000 rpm, 20 °C for 30 min, to remove the residual solvent used in lipid 

solubilization. The washing was performed with PBS buffer at pH 7.2. Finally, the 

formulations were stored in a refrigerated environment at 3 °C to 8 °C [59]. 
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5.3.3 Microorganisms Used in the Assays 

 

The following strains were used: S. aureus 1199B, resistant to hydrophilic 

fluoroquinolones via the NorA efflux protein; S. aureus IS-58, containing the PT181 plasmid 

carrying the Tet(K) gene that extrudes tetracyclines; S. aureus RN4220, carrying the 

pUL5054 plasmid that carries the gene for the MsrA protein which effluxes macrolides (Table 

6). All strains were maintained on HIA medium at 4 °C and in glycerol in a freezer at −80 °C. 

The resistance gene-carrying strains were maintained in culture medium under subinhibitory 

antibiotic conditions to induce gene expression. 

 

Table 6. Bacterial strains of S. aureus used in the microbiological assays. 

Strain Plasmid/Gene 
Protein (Substrate 

Antibiotic) 

1199B  NorA NorA (Norfloxacin) 

IS-58 Plasmid PT181 (tetK) Tet(K) (Tetracyclin) 

RN4220 Plasmid Pul5054 (msrA) MsrA (Erythromycin) 

 

5.3.4 Antibacterial Activity Evaluated by Measuring the Minimum Inhibitory  

Concentration (MIC) 

 

This test consisted of determining the minimum inhibitory concentration (MIC) of 

sesquiterpenes capable of inhibiting the growth of S. aureus strains 1199B, IS-58, and 

RN4220. The bacterial inoculum of the three strains was prepared in sterile saline solution, 

corresponding to a McFarland scale of 0.5, which corresponded to 1.5 × 108 Colony-Forming 

Units. Then, distribution media were prepared in Eppendorf tubes containing 900 µL of Brain 

Heart Infusion (BHI) culture medium and 100 µL of the inoculum. A total of 100 µL of the 

tube contents were transferred to a 96-well microdilution plate. Subsequently, a serial dilution 

(1:1) was performed with 100 µL of either isolated or encapsulated nerolidol, farnesol, or α-

bisabolol sesquiterpenes. The microdilution was carried out until the penultimate well, 

leaving the last well as a growth control. The final concentrations of each sesquiterpene 

ranged from 512 µg/mL to 0.5 µg/mL. The plates were incubated in a bacteriological 

incubator for 24 h at 37 °C. The experiments were performed in triplicate. The reading was 
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performed by adding 20 µL of resazurin (7-hydroxy-3H-phenoxazin-3-one 10-oxide), 

observing the change in color in each well. Blue coloration indicated the absence of bacterial 

growth, while a color change to red indicated bacterial growth [67,68]. 

 

5.3.5 Evaluation of the Inhibition of Efflux Pumps NorA, Tet(K), and MsrA 

 

The inhibition of efflux pumps was verified by the reduction of MIC of antibiotics and 

EtBr against S. aureus strains 1199B, IS-58, and RN4220. Bacterial inocula were prepared as 

described in the previous section. Test solutions were prepared in Eppendorf tubes containing 

200 µL of inoculum, isolated or encapsulated sesquiterpene at subinhibitory concentration 

(MIC/8), and BHI culture medium, resulting in a final volume of 2 mL. The control solution 

contained only the inoculum and culture medium. Subsequently, the solutions were 

transferred to 96-well microtiter plates, with the addition of 100 µL of the content in each 

well. Then, 100 µL of norfloxacin, tetracycline, erythromycin, or EtBr antibiotics were 

serially diluted (1:1) until the penultimate well, resulting in concentrations ranging from 512 

µg/mL to 0.5 µg/mL. The negative control contained only the antibiotic or EtBr alone. The 

positive control consisted of CCCP. The reading was performed as described in the previous 

section. The MIC was defined as the lowest concentration at which there was no bacterial 

growth in the well, characterized by the blue coloration of resazurin [67,68]. 

 

5.3.6 Efflux Pumps Inhibition Evaluated by the Increased Fluorescence Emission of EtBr 

 

The strain S. aureus K2068 was seeded on a solid HIA culture medium and incubated 

in a bacteriological incubator at 37 °C for 24 h before conducting the experiments. The 

inoculum was prepared until obtaining 1.5 × 108 colony forming units (CFU), corresponding 

to the 0.5 value on the McFarland scale. The inoculum was prepared in PBS. For the test, 

sesquiterpenes were selected as they showed the best results in microdilution assays. Test 

solutions were prepared containing the K2068 inoculum and the sesquiterpenes nerolidol, 

farnesol, and α-bisabolol, all at 100 µg/mL. The positive control used was CCCP at 50 

µg/mL. PBS buffer was added to each solution to reach a final volume of 1 mL. The solutions 

were incubated for 1 h and 30 min. Then, EtBr (ethidium bromide) at 100 µg/mL was added 

to all solutions except the inoculum alone group, which served as the growth control. The 

solutions were incubated for an additional 1 h. Subsequently, the solutions were centrifuged at 

10,000 rpm for 2 min and washed with PBS to remove all EtBr and medium substances. The 
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supernatant was discarded, and the resulting pellet was dissolved in PBS. The sample 

containing the dissolved pellet was distributed into microplates. The reading was performed 

using Cytation 1, BioTek® (Winooski, VT, USA) fluorescence microplate reader and Gen5™ 

3.22 Software with excitation at 530 nm and emission wavelength at 590 nm. The reading 

was taken for the following groups: inoculum alone (growth control), inoculum + EtBr 

(negative control), inoculum + EtBr + CCCP (positive control), inoculum + EtBr + nerolidol 

100 µg/mL, inoculum + EtBr + farnesol 100 µg/mL, and inoculum + EtBr + α-bisabolol 100 

µg/mL. The assay was performed in triplicate, and the results were compared to the negative 

control group, EtBr [12]. 

 

5.3.7 Statistical Analysis 

 

The assays were performed in triplicate. In microbiological tests, descriptive statistics 

were used to calculate the geometric mean and standard deviation, and the results were 

compared using Two-way ANOVA, followed by the Bonferroni post hoc test. Analysis of the 

fluorimetry assay and other tests was carried out using One-way ANOVA, followed by the 

Dunnett test. Results were considered significant when p < 0.05. GraphPad Prism 5.0 

software was used. 

 

5.4 Conclusions 

 

Therefore, when isolated, nerolidol exhibited direct antibacterial activity against S. 

aureus IS-58 and RN4220 strains. Isolated farnesol and α-bisabolol showed direct 

antibacterial activity against S. aureus 1199B, IS-58, and RN4220. However, the liposomal 

formulation of these compounds did not show direct efficacy against S. aureus strains. In 

terms of efflux pump inhibition, these compounds demonstrated effectiveness. 

Liposome/farnesol and liposome/α -bisabolol acted as potential inhibitors of NorA present in 

S. aureus 1199B. Liposome/nerolidol and liposome/farnesol acted as potential inhibitors of 

MsrA in the S. aureus RN4220 strain. The isolated sesquiterpenes showed significant action: 

in their isolated form, nerolidol and farnesol acted as putative inhibitors of NorA and MepA; 

α-bisabolol acted as a putative inhibitor of Tet(K), and isolated farnesol acted as inhibitor of 

MsrA and MepA. Among all the substances tested, isolated nerolidol stood out for its potent 

inhibition of NorA, being even more effective than CCCP. Further studies are necessary to 

describe the molecular targets involved in these mechanisms. 
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ABSTRACT 

The present study aimed to evaluate the antibacterial and efflux pump inhibitory action of 

NorA, Tet(K), MsrA, and MepA in S. aureus strains using the sesquiterpenes trans-

caryophyllene and caryophyllene oxide, both isolated and encapsulated in liposomes. The 

antibacterial and efflux pump inhibitory action was assessed through the serial microdilution 

test in 96-well microplates. Each sesquiterpene and liposome/sesquiterpene was combined 

with antibiotics and ethidium bromide (EtBr). The antibiotics norfloxacin, tetracycline, and 

erythromycin were used. The strains of S. aureus 1199B, IS-58, RN4220, and K2068 carrying 

NorA, Tet(K), MsrA, and MepA, respectively, were tested. In the fluorescence measurement 

test, S. aureus K2068 was incubated with the sesquiterpenes and EtBr, and the fluorescence 

emission by EtBr was measured. The tested substances did not show direct antibacterial 

activity with MIC > 1024 µg/ml. However, the isolated trans-caryophyllene and 

caryophyllene oxide reduced the MIC of antibiotics and EtBr, indicating inhibition of NorA, 

Tet(K), and MsrA. In the fluorescence test, these same sesquiterpenes increased fluorescence 

emission, indicating inhibition of MepA. Therefore, the trans-caryophyllene and 

caryophyllene oxide sesquiterpenes did not present direct antibacterial action; however, in 

their isolated form, they showed possible inhibitory action on NorA, Tet(K), MsrA, and 



    81 

 

MepA efflux pumps. They may also act in antibiotic potentiation. Further studies are needed 

to identify the mechanisms involved in antibiotic potentiation and efflux pump inhibitory 

action. 

 

Key words: Caryophyllene oxide; Efflux pumps; Liposomes; Nanoencapsulation; 

Sesquiterpene. 

 

6.1 Introducion 

 

Bacterial resistance to antibiotics has been a significant obstacle to success in 

conventional antimicrobial therapy. Over time, bacteria have developed mechanisms capable 

of reducing or inhibiting the therapeutic activity of antibiotics. Among the mechanisms of 

antibiotic resistance, the following stand out: the reduction of antibiotic concentration inside 

the cell due to the existence of active efflux systems; alteration of the antibiotic target through 

spontaneous mutation or structural changes; and enzymatic inactivation systems (for example, 

bacteria producing beta-lactamase that degrade antibiotics [1,2]. 

Human behavior has been decisive in reaching alarming levels of multidrug resistance. 

The main factor concerns the indiscriminate use of antimicrobials and incorrect use of 

personal protective equipment (PPE) by medical and scientific teams. The emergence of 

multidrug-resistant bacteria causes infections that are difficult to treat. To inhibit resistance 

mechanisms, science can use substances of natural origin [3,4]. 

In this perspective, bioactive compounds extracted from plants have been widely used 

in combination with conventional drugs in the treatment of various pathologies, especially 

those caused by microorganisms. These bioactive compounds can not only exhibit direct 

antibacterial activity but also enhance the effectiveness of antibiotics, increasing their efficacy 

against multidrug-resistant bactéria [4,5]. 

Sesquiterpenes constitute a structurally diverse class of terpenoids with an important 

role in the composition of essential oils, being synthesized by the condensation of 

pentacarbonyl units, isopentenyl diphosphate, and its isomer dimethylallyl diphosphate [6]. 

Sesquiterpenes are capable of inhibiting the resistance mechanism of efflux pumps, showing 

synergistic activity in combination with conventional antibiotics, improving their therapeutic 

efficacy and safety profile [7,8]. 

Trans-caryophyllene and caryophyllene oxide are isomeric sesquiterpenes found in 

many essential oils, for example, in species such as Artemisia campestres [9], Chenopodium 

ambrosioides [10], Copaifera langsdorffii [11], Cordia verbenaceae [12], Ocimum basilicum 

[13], Ocimum gratissimum [14], Piper nigrum [15], Psidium guajava [16], and Syzygium 
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aromaticum [17]. These sesquiterpenes are used in the food and fragrance industry due to 

their pleasant aroma. They have also been proven to possess biological activities such as anti-

inflammatory, antioxidant, and antimicrobial properties, which make them subjects of interest 

in medical and pharmaceutical research [12,18–23]. Both compounds are liposoluble and can 

be incorporated into liposomal formulations, specifically in the lipophilic part of the 

liposomal membrane (Figure 1). 

 

 

Figure 1. Chemical structures of trans-caryophyllene and caryophyllene oxide. 

 

In addition, natural products can be encapsulated in liposomal nanoformulations, 

which have proven to be an option capable of facilitating the transport of poorly soluble 

substances in the plasma. Liposomes are spherical vesicles formed by concentric phospholipid 

bilayers that spontaneously form in an aqueous solution. Nanoformulations enable the use of 

lower drug dose, reducing the risk of adverse effects and bioaccumulation at the target site 

[24–26]. 

The encapsulation of molecules can benefit delivery and enhance the bioactivity of 

these organic compounds. The commonly used technique for this purpose is drug 

encapsulation in liposomes, which aims to improve bioavailability, enhance efficacy, and 

reduce side effects of therapeutic drugs. Drug encapsulation in liposomes provides better 

solubility of therapeutic substances, protecting them from enzymatic degradation and 

reducing their toxicity in healthy tissues [27–29]. 

Thus, this research aims to analyze the inhibition of the efflux systems NorA, Tet(K), 

MsrA, and MepA by the sesquiterpenes trans-caryophyllene and caryophyllene oxide, used 

both individually and in liposomal nanoformulations, against S. aureus strains. 
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6.2 Materials and Methods 

 

6.2.1 Substances used in the synthesis of liposomes 

 

For the synthesis of liposomes, the lipids 1,2-dipalmitoyl-sn-glycero-3-

phosphocholine, cholesterol, and dis-tearoylphosphatidylcholine were used. Ethanol was used 

as the solvent for the lipids. The lipids and sesquiterpenes trans-caryophyllene and 

caryophyllene oxide were obtained from Sigma-Aldrich Co., Ltd. (St. Louis, MO, USA). 

 

6.2.2 Substances used in microbiological tests 

 

The antibiotics norfloxacin, tetracycline, and erythromycin were used as specific 

substrates for strains S. aureus 1199B, IS-58, and RN4220, respectively. Ethidium bromide 

(EtBr) was used as a substrate for all three efflux pumps. The standard pump inhibitor and 

positive control used was 3-chlorophenylhydrazone carbonyl cyanide (CCCP). The 

sesquiterpenes trans-caryophyllene and caryophyllene oxide were tested. The antibiotics and 

sesquiterpenes were dissolved in 10% dimethyl sulfoxide (DMSO) and subsequently diluted 

in sterile water to a concentration of 1024 μg/ml. CCCP was dissolved in a methanol/water 

solution at a ratio of 1:1 (v/v). EtBr was dissolved in sterile distilled water and stored at 8°C, 

protected from light, also at a concentration of 1024 μg/mL. The culture media used were 

solid Mueller-Hinton Agar (DifcoTM) and Brain Heart Infusion (BHI, DifcoTM) medium. All 

products were obtained from Sigma-Aldrich Co., Ltd. (St. Louis, MO, USA). 

 

6.2.3 Synthesis of liposomes 

 

A preliminary solution of trans-caryophyllene and caryophyllene oxide was prepared 

at a concentration of 50 mg/ml for subsequent encapsulation. An organic phase was prepared 

containing a lipid solution composed of 1,2-dipalmitoyl-sn-glycero-3-phosphocholine 

(DPPC), cholesterol (CHOL), and distearoylphosphatidylcholine (DSPC) at a molar ratio of 

DPPC:CHOL:DSPC of 52:45:3 to achieve a final lipid concentration of 35 mM, diluted in 

ethanol. The microfluidic technique was employed using the NanoAssemblr Benchtop 

equipment (Precision NanosystemsTM, Vancouver, BC, Cananda) for nanoparticle fabrication. 

Two syringes were attached to the NanoAssemblr equipment: the left syringe contained the 

aqueous phase with the diluted sesquiterpene solution with a total volume of 3 ml, and the 

right syringe contained the lipid solution with a total volume of 1 ml. The control 
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nanoformulation, meaning the liposome control, was prepared only with PBS buffer added to 

the left syringe (aqueous solution). The resulting formulation was placed in Amicon® Ultra-

15 3,000 MWCO (Merck, Darmstadt, Germany) filters and centrifuged at 3,000 rpm, 20°C for 

30 minutes to remove the residual solvent. The formulations were washed with PBS buffer at 

pH 7.2 to remove any remaining solvent. Finally, the formulations were stored in refrigerated 

environment at 3°C to 8°C [30]. 

 

6.2.4 Bacterial strains 

 

The strains of S. aureus used were: 1199B, expressing the NorA efflux pump; IS-58, 

expressing Tet(K); RN4220, expressing MsrA; and K2068, carrying MepA. These strains 

were provided by Prof. Glenn Kaatz (Wayne State University School of Medicine, Detroit, 

MI, USA) and Prof. Simon Gibbons (University College London, London, UK). One day 

before conducting the experiments, each strain was inoculated and grown overnight at 37°C. 

 

6.2.5 Evaluation of the direct antibacterial activity of sesquiterpenes and nanoformulations 

 

The reduction of the minimum inhibitory concentration (MIC) was verified. 

Sesquiterpenes, whether isolated or encapsulated in liposomes, were analyzed. During the 

experiment, broth microdilution tests were conducted using a 10% bacterial inoculum 

suspended in saline solution, corresponding to 0.5 on the McFarland scale. The inoculum and 

900 μL of BHI culture medium were added to Eppendorf® tubes to obtain a total volume of 1 

mL. A 100 μL portion of this solution was distributed into 96-well microtiter plates. Serial 

dilutions with the sesquiterpenes were performed. The dilutions occurred in a 1:1 ratio, with 

concentrations ranging from 512 μg/mL to 0.5 μg/mL. The plates were placed in a 

bacteriological incubator at 37 ℃ for 24 hours. Bacterial growth was evaluated by adding 

resazurin, where blue color indicated no growth and pink/red color indicated bacterial growth. 

The lowest concentration with no growth was considered the MIC [31,32]. 

 

6.2.6 Evaluation of efflux pump inhibitory activity by MIC reduction 

 

This test followed the same pattern as the previous test in item 2.4 regarding the 

seeding, inoculum distribution in the plates, and reading. The first difference occurred in the 

preparation of solutions in Eppendorf tubes for subsequent distribution in the plates; the 

second difference occurred in the microdilution. In Eppendorf tubes, the inoculum, BHI, 
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sesquiterpenes, and nanoformulations were added in subinhibitory concentrations (MIC/8). 

After the distribution in the plates, serial microdilution was performed with antibiotics or 

EtBr, both at 1024 μg/mL, in combination with sesquiterpenes and nanoformulations. Specific 

antibiotics were used for each strain. Norfloxacin was used against 1199B, tetracycline 

against IS-58, and erythromycin against RN4220. As a negative control, antibiotics or EtBr 

alone were used. CCCP, the standard efflux pump inhibitor, was used at MIC/8 of each strain. 

The plates were then placed in a bacteriological incubator, and the readings were performed 

[31,32]. 

 

6.2.7 Evaluation of efflux pump inhibition through the measurement of EtBr fluorescence 

emission 

 

For this test the substances that showed the best results in previous tests were selected. 

The S. aureus K2068 strain was seeded on solid Mueller-Hinton Agar medium 24 hours 

before the experiment and kept in a bacteriological incubator at 37°C. The inoculum was 

prepared in phosphate-buffered saline (PBS) buffer until reaching a colony-forming unit 

(CFU) count of 1.5 × 108. In Eppendorf tubes, a solution containing PBS with S. aureus 

K2068 inoculum was prepared. Trans-caryophyllene and caryophyllene oxide (100 µg/mL), 

were then added to the solution. CCCP at 50 µg/mL was used as the positive control, and the 

negative control consisted of only the inoculum + EtBr. The solutions were incubated for 1 

hour and 30 minutes, followed by the addition of EtBr at 100 µg/mL to all solutions except 

the growth control. The solutions were incubated for an additional 1 hour, then centrifuged at 

10,000 rpm for 2 minutes, and washed twice with PBS to remove EtBr and any supernatant 

substances. The formed pellet was homogenized and distributed in microplates. The readings 

were performed using fluorescence microplate reader (Cytation 1, BioTek®, Winooski, VT, 

USA) and Gen5™ 3.22 Software, with excitation at 530 nm and emission wavelength at 590 

nm. The following groups were read: inoculum alone as the growth control, inoculum + EtBr 

as the negative control, inoculum + EtBr + CCCP as the positive control, inoculum + EtBr + 

trans-caryophyllene at 100 µg/mL, and inoculum + EtBr + caryophyllene oxide at 100 µg/mL. 

The assay was conducted in triplicate. [33,34]. 

 

6.2.8 Statistical analysis 
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The microbiological results were expressed as geometric mean and standard deviation. 

The analysis was conducted using One-way ANOVA, followed by the Dunnett test. Results 

were considered significant when p < 0.05 in comparison to the control. GraphPad Prism 5.0 

software was employed for the analysis The assays were conducted in triplicate. 

 

6.3 Results 

 

6.3.1 Physical-chemical profile of liposomes 

 

The physical-chemical characterization of the liposomes consisted of determining the 

average size, intensity, Zeta potential, concentration, PDI (Polydispersity Index), and 

encapsulation efficiency. The nanoformulations showed an average size of 184.8 nm and 

193.6 nm, respectively for trans-caryophyllene and caryophyllene oxide, with an intensity of 3 

a.u. Both had a Zeta potential of –14.5 mV and –18.8 mV, respectively, a concentration of 

6.62 × 108 particles/ml and 6.9 × 108 particles/ml, a polydispersity index of 0.42 and 0.96, and 

an encapsulation efficiency of 88% and 85%, respectively (Table 1).  

 

Table 1. Physicochemical characteristics of the liposomal nanoformulations containing trans-

caryophyllene and caryophyllene oxide. 

 Liposome/trans-

caryophyllene 

Liposome/caryophyllene 

oxide 

Size 184.8 nm 193.6 nm 

Intensity 3 a.u. 3 a.u. 

Zeta potential –14.5 mV –18.8 mV 

pH 7.4 7.4 

Concentration 6.62 × 108 particles/ml 6.9 × 108 particles/ml 

Polydispersity index 

(PDI) 

0.42 0.96 

Encapsulation efficiency 88% 85% 

 

6.3.2 Evaluation of the direct antibacterial activity of sesquiterpenes and 

nanoformulations 
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Trans-caryophyllene did not show direct antibacterial action against the tested S. 

aureus strains. On the other hand, caryophyllene oxide exhibited direct antibacterial activity 

against S. aureus 1199B and RN4220 strains, with MICs of 512 µg/mL and 406.4 µg/mL, 

respectively. However, the liposomal nanoformulations did not demonstrate clinically 

relevant antibacterial activity, as evidenced by MIC values > 1024 µg/mL for all tested strains 

(Table 2).  

 

Table 2. Evaluation of the in vitro antibacterial activity of the sesquiterpenes trans-

caryophyllene, caryophyllene oxide, and the liposomal nanoformulations containing trans-

caryophyllene and caryophyllene oxide. 

 S. aureus 1199B S. aureus IS-58/ S. aureus 

RN4220/ 

Control 128 µg/ml 

(Norfloxacin) 

32 µg/ml 

(Tetracyclin) 

32 µg/ml 

(Erythromycin) 

Trans-caryophyllene > 1024 µg/ml > 1024 µg/ml > 1024 µg/ml 

Caryophyllene oxide 512 µg/ml* > 1024 µg/mL 406.4 µg/ml* 

Liposome/Trans-

caryophyllene 

> 1024 µg/mL > 1024 µg/mL > 1024 µg/ml 

Liposome/Caryophyllene 

oxide 

> 1024 µg/ml > 1024 µg/ml > 1024 µg/ml 

* Clinically relevant antibacterial activity. 

 

6.3.3 Evaluation of efflux pump inhibitory activity by MIC reduction 

 

In the presence of the S. aureus 1199B strain carrying the NorA efflux pump, both 

trans-caryophyllene and caryophyllene oxide, when used individually, reduced the MIC of 

norfloxacin by 37%. However, when encapsulated in liposomes, they did not show any 

potentiating effects (Figure 2A). In combination with EtBr, both sesquiterpenes, when used 

individually, reduced the MIC by 50% compared to the control. The Lipo/caryophyllene 

oxide reduced the MIC of EtBr by 37%. Moreover, Lipo/caryophyllene oxide exhibited a 50% 

higher potentiating effect than the liposome control. The standard efflux pump inhibitor, 

CCCP, showed a significant synergistic effect in all combinations, indicating reproducibility 

of the experiment (Figure 2B). These results suggest that the individual sesquiterpenes may 
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enhance the action of fluoroquinolones and inhibit the NorA efflux pumps. Additionally, 

caryophyllene oxide encapsulated in liposomes may also act as a putative inhibitor of the 

NorA efflux pump. 
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Figure 2. Inhibitory action of the NorA efflux pump by trans-caryophyllene and 

caryophyllene oxide, either isolated or encapsulated in liposomes, against the S. aureus 1199B 

strain. Associated with norfloxacin (A) and ethidium bromide (B). Two-way ANOVA 

followed by Bonferroni post hoc. CCCP = Carbonyl cyanide 3-chlorophenylhydrazone; EtBr 

= ethidium bromide; a4 = P < 0.0001 vs control norfloxacin or ethidium bromide; b4 = P < 

0.0001 vs liposome control, in MIC reduction. 
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Against the S. aureus IS-58 strain carrying the Tet(K) efflux pump, none of the groups 

with sesquiterpenes showed potentiating effects of tetracycline (Figure 3A). However, when 

combined with EtBr, trans-caryophyllene and caryophyllene oxide reduced the MIC by 39% 

and 60%, respectively. The groups encapsulated in liposomes did not show significant effects 

(Figure 3B). These results indicate that the individual sesquiterpenes can inhibit the Tet(K) 

efflux pumps, but they do not potentiate the action of tetracyclines. 
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Figure 3. Inhibitory action of the Tet(K) efflux pump by trans-caryophyllene and 

caryophyllene oxide, either isolated or encapsulated in liposomes, against the S. aureus IS-58 

strain. Associated with tetracycline (A) and ethidium bromide (B). Two-way ANOVA 

followed by Bonferroni post hoc. CCCP = Carbonyl cyanide 3-chlorophenylhydrazone; EtBr 
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= ethidium bromide; a4 = P < 0.0001 vs control tetracycline or ethidium bromide, in MIC 

reduction 

 

Against the S. aureus RN4220 strain carrying the MsrA efflux pump, both trans-

caryophyllene and caryophyllene oxide, when used individually, reduced the MIC of 

erythromycin by 90% and 97.5%, respectively (Figure 4A). When combined with EtBr, trans-

caryophyllene reduced the MIC by 52% compared to EtBr alone. The groups liposomes did 

not show significant effects on potentiation (Figure 4B). These results indicate that trans-

caryophyllene when used individually, can act as an efficient MsrA inhibitor. It is also 

suggested that these individual sesquiterpenes may enhance the action of macrolides. 
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Figure 4. Inhibitory action of the MsrA efflux pump by trans-caryophyllene and 

caryophyllene oxide, either isolated or encapsulated in liposomes, against the S. aureus 

RN4220 strain. Associated with erythromycine (A) and ethidium bromide (B). Two-way 

ANOVA followed by Bonferroni post hoc. CCCP = Carbonyl cyanide 3-

chlorophenylhydrazone; EtBr = ethidium bromide; a4 = P < 0.0001 vs control erythromycine 

or ethidium bromide, in MIC reduction 

 

6.3.4 Evaluation of efflux pump inhibition through the measurement of EtBr fluorescence 

emission 

 

Upon evaluating the fluorescence emission of the S. aureus K2068 strain, it was 

observed that trans-caryophyllene and caryophyllene oxide at a concentration of 100 µg/mL 

increased fluorescence by 18% and 23%, respectively, compared to the negative control 

(EtBr). A significant result was also observed with the pump inhibitor CCCP, showing a 43% 

increase in fluorescence, indicating experiment reproducibility (Figure 5). 
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Figure 5. Evaluation of fluorescence emission and inhibition of the MepA efflux pump 

treated with trans-caryophyllene and caryophyllene oxide, against the S. aureus K2068. One-

way ANOVA followed by Bonferroni post hoc. CCCP = Carbonyl cyanide 3-

chlorophenylhydrazone; EtBr = ethidium bromide; Inoc = inoculum; a1 = p < 0.05 vs EtBr; a2 

= p < 0.01 vs EtBr; a4 = P < 0.0001 vs EtBr. 

 

6.4 Discussion 

 

The liposome's average size, ranging from 184.8 nm to 193.6 nm, plays a pivotal role 

in drug delivery applications. Smaller sizes, as observed in the liposome formulations, are 

generally favored as they can enhance the bioavailability of encapsulated compounds and 

improve cellular penetration. This is attributed to the increased likelihood of smaller particles 

crossing biological barriers and reaching their therapeutic targets. Approaching liposome 

particle sizes around 100 nm, as seen in the trans-caryophyllene formulation, is particularly 

relevant because the formulation can be more effective in delivering its active compounds, 

leading to superior therapeutic outcomes [35]. 
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The Zeta potential, ranging from –14.5 mV to –18.8 mV in the formulations, serves as 

an indicator of particle charge and colloidal stability. Values further from zero indicate more 

suspension stability. Significant zeta potential values, as observed in the trans-caryophyllene 

and caryophyllene oxide formulations, suggest good colloidal stability. This is crucial for 

preventing particle aggregation, ensuring they remain dispersed and effective over time 

[36,37]. 

The concentration of liposome particles, varying from 6.62 × 108 to 6.9 × 108 

particles/ml, influences the dosage of the formulations and their effectiveness in delivering 

active compounds. Higher concentrations can enhance delivery efficacy but may also affect 

toxicity. Thus, the capacity to control concentration is an advantage, enabling dosage 

adjustments as necessary [38]. 

The PDI is related to the size distribution of the particle within a given sample. This 

value indicates the homogeneity of the system. The lower the PDI value, the higher the degree 

of homogeneity of the sample. Therefore, the sample containing a formulation with trans-

caryophyllene showed greater homogeneity [39]. 

Encapsulation efficiency is a critical parameter, and higher values of encapsulation 

efficiency, such as 88% for trans-caryophyllene, signify a greater amount of the active 

compound being enclosed within the liposome particles. This is highly desirable in 

therapeutic applications since it means a substantial portion of the active compound is 

precisely delivered to the site of action, optimizing efficacy [40].  

The reduction in MIC of the antibiotic or EtBr after association with the tested 

substances against efflux pump-carrying strains is indicative of the efflux pump inhibition. 

Additionally, it suggests the potential enhancement of the antibiotic's action [41–49]. In 

summary, the presented results indicate that trans-caryophyllene and caryophyllene oxide, 

when used individually, may act as potential inhibitors of NorA, Tet(K), and MsrA. 

Encapsulated caryophyllene oxide may also act in the inhibition of NorA. The insignificance 

of the other liposome results with sesquiterpenes may be due to the difference between the 

liposome's lipid composition and the bacterial membrane, which could interfere with the 

outcome. The main phospholipids of the S. aureus membrane are phosphatidylglycerol, lysyl-

phosphatidylglycerol, cardiolipin, and glycophospholipids [50–53]. 

A study conducted with the essential oil of Piper caldense, containing Caryophyllene 

oxide as the major constituent, and trans-Caryophyllene, reported the inhibitory action on the 

NorA, MepA, and QacC efflux pumps by the essential oil. Suggesting that these 

sesquiterpenes may have influenced the inhibitory action of the essential oil [54]. 
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Rhus albida essential oil presented the major constituents: caryophyllene oxide and 

caryophyllene. In this study, Elhidar and colleagues [55] demonstrated a synergistic action of 

the essential oil with ciprofloxacin against S. aureus 1199 and 1199B strains carrying NorA. 

It also caused an increase in intracellular accumulation of EtBr caused by R. albida, indicating 

inhibition of the NorA efflux pump. 

The essential oil of Aloysia gratissima containing caryophyllene oxide and beta-

caryophyllene potentiated the antibacterial action of norfloxacin against S. aureus, 

Escherichia coli, and Pseudomonas aeruginosa. Additionally, the beta-caryophyllene isomer 

reduced the MIC of norfloxacin, ciprofloxacin, and EtBr against the 1199B and K2068 

strains. These findings support the results of the present study [56]. 

The β-caryophyllene oxide inhibited MDR1 and MRP1/2 activity (ABC export 

pumps) in human hepatoma Alexander cells. These results indicate that sesquiterpenes such as 

caryophyllene oxide are promising targets for further studies in combating chemotherapy 

resistance in eukaryotic cells [57]. 

The increase in fluorescence indicates inhibition of the MepA efflux pump. EtBr is a 

DNA intercalating agent that emits fluorescence when intercalated into the bacterial genome. 

Therefore, the more the efflux pump is inhibited, the greater the increase in intracellular EtBr 

concentration and consequent emission of EtBr fluorescence. The inhibitory effect of the 

efflux pump was supported by the fluorimetry result [58–60].  

In the present study, it can be seen that the sesquiterpenes trans-caryophyllene and 

caryophyllene oxide when nanoencapsulated do not present suggestive results in relation to 

the therapeutic effect of reducing MIC, often increasing the concentration. This is due to the 

lipid-soluble composition of sesquiterpenes that can interact with the cell wall of gram-

positive bacteria, which has a thick layer of peptidoglycan that is water-soluble in nature. 

According to Andrade and Coutinho [61], studies report that less polar compounds are more 

effective against Gram-positive and Gram-negative bacteria, due to the presence of 

polysaccharide chains, which act as a barrier to active hydrophobic compounds in the 

membrane. 

 

6.5 Conclusion 

 

Therefore, trans-caryophyllene and caryophyllene oxide possibly act as inhibitors of 

the NorA, Tet(K), MsrA, and MepA efflux pumps in resistant S. aureus strains. Further 
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studies are required to describe the molecular targets involved in the action of these organic 

compounds.  
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7 DISCUSSÃO GERAL 

 

Metabólitos secundários são compostos químicos produzidos por plantas como 

mecanismos de defesa contra patógenos como fungos e bactérias, bem como animais 

herbívoros. Eles podem ser úteis no tratamento de doenças e infecções, exibindo várias 

bioatividades comprovadas, como ações antioxidantes, antidiabéticas, antiproliferativas, anti-

inflamatórias e antimicrobianas (Prakash; Kumar; Singh; Songachan, 2020).  

De acordo com Alsheikh et al. (2020), os fitoquímicos podem exercer ação 

antimicrobiana por meio de mecanismos distintos dos antibióticos convencionais, como inibir 

a síntese da parede celular e interferir na fisiologia bacteriana pela redução do potencial de 

membrana e da síntese de ATP. Além disso, eles podem modular a suscetibilidade bacteriana 

aos antibióticos. 

Os componentes dos óleos essenciais podem atuar nas bombas de efluxo, restaurando 

a eficácia de alguns antibióticos que são alvos de mecanismos de resistência. Os 

sesquiterpenos apresentam ampla atividade antibacteriana relacionada às suas características 

lipofílicas (Kon; Rai, 2012).  

Oliveira et al. (2022) enfatizam que os sesquiterpenos nerolidol, farnesol e α-bisabolol 

têm o potencial de aumentar a atividade de antimicrobianos convencionais, como 

gentamicina, oxacilina e meticilina. O farnesol pode potencializar o efeito de antimicrobianos 

convencionais contra cepas de S. aureus RN4220 que produzem o mecanismo de efluxo 

MsrA. No estudo, os pesquisadores associaram o sesquiterpeno ao ácido fusídico, 

demonstrando a potencialização desse efeito na CIM. 

De acordo com Cruz et al. (2020), o α-bisabolol apresentou atividade potencializadora 

contra antimicrobianos na presença de cepas de S. aureus expressando os sistemas de efluxo 

Tet(K) e NorA. Em seus estudos, Moura et al. (2021) demonstraram que o nerolidol é um 

sesquiterpeno eficaz no tratamento de infecções causadas por bactérias multirresistentes. 

Além dos efeitos antimicrobianos dos sesquiterpenos em cepas multirresistentes, 

estudos revelam que nanoformulações lipossomais podem aumentar a ação terapêutica de 

antimicrobianos. O encapsulamento do farnesol em lipossomas resultou em atividade 

antifúngica significativamente aumentada contra cepas de Candida albicans, C. tropicalis e C. 

krusei, levando a uma redução considerável no IC50 (Barros et al., 2013). 

Vários estudos in vivo e in vitro confirmam a eficácia do encapsulamento de 

compostos em lipossomas, aumentando a ação antibacteriana e anticancerígena desses 

compostos (Dutta et al., 2019; Shu et al., 2022). Esses resultados são consistentes com os 
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dados apresentados para o farnesol em lipossomas contra as cepas 1199B e RN4220, onde 

houve uma redução no MIC do EtBr. 

O trans-cariofileno e o óxido de cariofileno, quando usados individualmente, podem 

atuar como potenciais inibidores de NorA, Tet(K) e MsrA. O óxido de cariofileno 

encapsulado também pode atuar na inibição de NorA. A insignificância dos outros resultados 

do lipossomo com sesquiterpenos pode ser devido à diferença entre a composição lipídica do 

lipossomo e a membrana bacteriana, o que pode interferir no resultado. Os principais 

fosfolipídios da membrana de S. aureus são fosfatidilglicerol, lisil-fosfatidilglicerol, 

cardiolipina e glicofosfolipídios (Kuhn; Slavetinsky; Peschel; 2015). 

Um estudo conduzido com o óleo essencial de Piper caldense, contendo óxido de 

cariofileno como constituinte principal, e trans-cariofileno, relatou a ação inibitória nas 

bombas de efluxo NorA, MepA e QacC pelo óleo essencial. Sugerindo que esses 

sesquiterpenos podem ter influenciado a ação inibitória do óleo essencial (Leal et al., 2021). 

O óleo essencial de Rhus albida apresentou os principais constituintes: óxido de 

cariofileno e cariofileno. Neste estudo, Elhidar et al. (2021) demonstraram uma ação sinérgica 

do óleo essencial com ciprofloxacino contra cepas de S. aureus 1199 e 1199B portadoras de 

NorA. Também causou um aumento no acúmulo intracelular de EtBr causado por R. albida, 

indicando inibição da bomba de efluxo NorA. 

O óleo essencial de Aloysia gratissima contendo óxido de cariofileno e beta-

cariofileno potencializou a ação antibacteriana da norfloxacina contra S. aureus, Escherichia 

coli e Pseudomonas aeruginosa. Além disso, o isômero beta-cariofileno reduziu o MIC da 

norfloxacina, ciprofloxacina e EtBr contra as cepas 1199B e K2068. Essas descobertas 

apoiam os resultados do presente estudo (Santos et al., 2021). 

O óxido de β-cariofileno inibiu a atividade de MDR1 e MRP1/2 (bombas de 

exportação ABC) em células de Alexander de hepatoma humano. Esses resultados indicam 

que sesquiterpenos como o óxido de cariofileno são alvos promissores para estudos futuros no 

combate à resistência à quimioterapia em células eucarióticas (Di Giacomo et al., 2019). 

O aumento da fluorescência indica inibição da bomba de efluxo MepA. O EtBr é um 

agente intercalador de DNA que emite fluorescência quando intercalado no genoma 

bacteriano. Portanto, quanto mais a bomba de efluxo é inibida, maior o aumento da 

concentração intracelular de EtBr e consequente emissão de fluorescência de EtBr. O efeito 

inibitório da bomba de efluxo foi apoiado pelo resultado da fluorimetria (Blair et al., 2016). 

No presente estudo, pode-se observar que os sesquiterpenos trans-cariofileno e óxido 

de cariofileno quando nanoencapsulados não apresentam resultados sugestivos em relação ao 
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efeito terapêutico de redução da CIM, muitas vezes aumentando a concentração. Isso se deve 

à composição lipossolúvel dos sesquiterpenos que podem interagir com a parede celular de 

bactérias gram-positivas, que possui uma espessa camada de peptidoglicano que é 

hidrossolúvel por natureza. Segundo Andrade e Coutinho (2016), estudos relatam que 

compostos menos polares são mais eficazes contra bactérias Gram-positivas e Gram-

negativas, devido à presença de cadeias polissacarídicas, que atuam como barreira aos 

compostos hidrofóbicos ativos na membrana. 
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8 CONCLUSÃO 

 

 Isolado, o nerolidol exibiu atividade antibacteriana direta contra as cepas IS-58 e 

RN4220 de S. aureus. O farnesol e o α-bisabolol isolados apresentaram atividade 

antibacteriana direta contra S. aureus 1199B, IS-58 e RN4220.  

 A formulação lipossomal dos Sesquiterpenos não apresentou eficácia direta contra 

cepas de S. aureus. Em termos de inibição da bomba de efluxo, estes compostos 

demonstraram eficácia.  

 O lipossoma/farnesol e o lipossoma/α-bisabolol atuaram como potenciais inibidores da 

NorA presente em S. aureus 1199B. Lipossoma/nerolidol e lipossoma/farnesol 

atuaram como potenciais inibidores de MsrA na cepa de S. aureus RN4220.  

 Os sesquiterpenos isolados apresentaram ação significativa em sua forma isolada, o 

nerolidol e o farnesol atuaram como supostos inibidores de NorA e MepA; O α-

bisabolol atuou como um suposto inibidor de Tet(K), e o farnesol isolado atuou como 

inibidor de MsrA e MepA.  

 Dentre todas as substâncias testadas, o nerolidol isolado destacou-se pela potente 

inibição da NorA, sendo ainda mais eficaz que o CCCP.  

 O trans-cariofileno e o óxido de cariofileno possivelmente atuam como inibidores das 

bombas de efluxo NorA, Tet(K), MsrA e MepA em cepas resistentes de S. aureus. 

Mais estudos são necessários para descrever os alvos moleculares envolvidos na ação 

destes compostos orgânicos. 
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