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Resumo: 
 
 As bombas de efluxo são mecanismos 
de resistência de bactérias patogênicas, elas 
atuam na retirada de multidrogas para fora da 
célula bacteriana. Os compostos fenólicos tem 
grande revelância na reversão da resistência 
bacteriana por possuírem atividades 
farmacológicas. O ácido gálico é um polifenol 
encontrado em vários produtos naturais, o qual 
tem apresentado atividade antimicrobiana. O 
objetivo do presente trabalho foi avaliar a 
atividade do ácido gálico na reversão da 
resistência bacteriana de Staphyloccocus 
aureus por inibição de bomba de efluxo. A 
inibição da bomba de efluxo foi ensaiada 
utilizando uma concentração sub-inibitória 
padrão e ácido gálico (CIM/8) para todas as 
cepas testadas e o possível efeito inibitório 
desta substância foi observado. Os resultados 
obtidos com o ácido gálico mostram que esse 
composto fenólico pode vir a se tornar uma 
estratégia de associação com antibióticos e 
sendo assim uma possível alternativa para o 
tratamento de infecções bacterianas. 
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Introdução: 
  

A resistência de bactérias patogênicas 
está associada principalmente ao uso incorreto 
de fármacos. Esse fato consequentemente 
proporciona o surgimento de mecanismos de 
resistências. As bombas de efluxo são um 
desses mecanismos, elas atuam na retirada de 
multidrogas para fora da célula bacteriana 
(BHASKAR et al., 2016). 
 Os compostos fenólicos tem grande 
revelância na reversão da resistência 
bacteriana por possuírem atividades 
farmacológicas. O ácido gálico é um polifenol 
encontrado em vários produtos naturais, o qual 
tem apresentado atividade antimicrobiana, 
anti-inflamatória, antitumoral, antimutagênica e 
forte ação antioxidante, consistindo em um 
importante composto (LIMA, 2014; ROSSI, 
2014).  

Diversos trabalhos vêm sendo 
realizados com o próposito de investigar a 
ação de compostos fenólicos sobre o 
mecanismo de resistência causado por 
bombas de efluxo e assim proporcionar o 
desenvolvimento de novas alternativas 
teraupêuticas para controlar esse mecanismo 
(TINTINO et al., 2017).  
 Neste contexto, o presente trabalho 
tem como objetivo avaliar a atividade do ácido 
gálico na reversão de Staphylococcus aureus 
por inibição de bomba de efluxo. 
 
Metodologia: 
 
 Microrganismos: foram usadas 
diferentes linhagens da bactéria S. aureus, 
respectivamente: RN4220 (Cepa 1) portadora 
do plasmídeo pUL5054, que transporta o gene 
que codifica referente a proteína MsrA  de 
efluxo de macrolidio (ROSS, 1989); IS-58 
(Cepa 2), que possui o plasmídeo PT181 
portador do gene da proteína de efluxo de 
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tetraciclina TetK (GIBBONS &  UDO, 2000); 
1199B (Cepa 3) resistente a fluroquinolonas 
hidrofílicas via proteína de efluxo NorA e a 
cepa selvagem 1199 (Cepa 4) referente a 
mesma. 

Preparo dos antibióticos: para as 
bombas de cada bactéria foram usados 
antibióticos específicos como: Eritromicina, 
Tetraciclina e Norfloxacina. Todos os 
antibióticos foram inicialmente diluídos em 
DMSO com 10 mg/mL e posteriormente 
diluídos em água destilada diminuindo a 
concentração para 1024 µg/mL. 

Preparo e padronização dos inóculos: 
nos ensaios foram utilizados microrganismos 
do estoque, os quais foram cultivados em meio 
sólido Heart Infusion Agar Sants e mantido em 
37 ºC. A partir deste meio sólido foi feito 
inóculo em salina estéril, com base na escala 
Mcfarland 0.5 que corresponde a 105 UFC. 

Ensaios da CIM: nos ensaios, foram 
preparados os meios de distribuição em 
eppendorfs utilizando 100 µL do inóculo em 
900 µL do meio de cultura liquido BHI. 
Posteriormente o conteúdo do eppendorf foi 
transferido para placa de microdiluição de 96 
poços, em sentido horizontal. Sendo utilizado 
100 µL em cada poço, perfazendo 10 poços. 
Após esta etapa foi realizada a microdiluição 
da substância (ácido gálico) sendo 100 µL 
neste meio até penúltima cavidade (1:1). Com 
concentrações que variaram de 1024 µg/mL a 
2 µg/mL. Após 24h foi realizada a leitura pela 
adição de resazurina. Todos os experimentos 
foram realizados em triplicatas. 

Ensaios de inibição de bomba de efluxo 
por redução da CIM do antibiótico: para 
verificar o efeito de redução da CIM do 
antibiótico foi preparado em eppendorfs o meio 
de distribuição do teste e do controle. No teste 
foram colocados 150 µL do inocúlo, mais a 
substância (ácido gálico) em concentração 
sub-inibitória (CIM/8) e completado o volume 
do eppendorf até o volume de 1,5 mL. Para o 
controle foi colocado o mesmo volume de 
inocúlo do teste e completando o volume do 
eppendorf até 1,5 mL. Em seguida foram 
transferidos para placas de microdiluição de 96 
poços, com distribuição vertical, caracterizada 
pela adição de 100 µL do conteúdo do 
eppendorf em cada poço. Após essa etapa foi 
realizada a microdiluição do antibiótico, sendo 
100 µL nesse meio até penúltima cavidade 
(1:1). As concentrações variaram de 1024 
µg/mL a 0,5 µg/mL. A solução do antibiótico 
utilizada foi preparada anteriormente. Após 
24h foi realizado a leitura pela adição de 
resazurina. Todos os experimentos foram 
realizados em triplicatas.  

Análise estatística: os resultados dos 

testes foram feitos em triplicata e expressados 
como média geométrica. Na análise estatística 
foi utilizada ANOVA de uma via, seguida do 
post hoc Tukey usando GraphPad Prism 5.0. 
 
Resultados e Discussão: 
 
  Os valores da Concentração Inibitória 
Mínima - CIM encontrados neste experimento 
foram elevados, apresentando um valor de 
≥1024 µg/mL, para todas as cepas ensaiadas, 
o que demonstra que o ácido gálico, pela 
metodologia testada não apresenta atividade 
antibacteriana clinicamente relevante. Todavia, 
este resultado pode ser considerado relevante 
para este composto, pois possui propriedades 
para serem utilizadas como inibidor de bomba 
de efluxo. O inibidor ideal deve ser livre de 
qualquer atividade bacterina para não ser 
possível o desenvolvimento de resistência 
(BAMBEKE et al., 2006). 

 Para os testes de inibição de bomba de 
efluxo a cepa 1 não apresentou resultados 
estatisticamente relevante. Já para a cepa 2 o 
ácido gálico mostrou antagonismo, sendo 
necessário uma concentração maior do 
antibiótico para inibir o crescimento bacteriano. 
Os resultados para a cepa 3 mostraram 
sinergismo para inibição da bomba de efluxo, 
uma vez que foi necessário uma concentração 
menor do antibiótico para inibir o crescimento 
das bactérias. A cepa 4 também apresentou 
sinergismo. Porém este resultado não pode 
ser associado a mecanismo de boma de efluxo 
por ser uma linhagem selvagem. Estes dados 
estão representados no Gráfico 1. As 
propriedades biológicas do ácido gálico têm 
sido extensivamente estudadas e seus 
derivados são amplamente utilizados na 
indústria farmacêutica (LIMA, 2016).  
  
 

 
Gráfico 1:  Atividade do ácido gálico na 
reversão de S. aureus por inibição de bomba 
de efluxo. 
 

Resultados semelhantes foram obtidos 
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por Tintino e colaboradores (2016) usando 
também um ácido fenólico que apresentou as 
mesmas propriedades dos inibidores padrões 
das bombas de efluxo. Podendo ser um 
possível componente em novas formulações 
em associação com antibióticos, 
principalmente contra infecções bacterianas. 
Os polifenóis são amplamente distribuídos na 
natureza estando presentes em muitas plantas 
e alimentos, possuindo diversas bioatividades, 
sendo uma delas bastante relevante que está 
associado ao seu efeito inibidor sobre bombas 
de efluxo (DINIZ-SILVA et al., 2016). 
 
 
Conclusões:     
  

Os resultados obtidos com o ácido 
gálico mostram que esse composto fenólico 
pode vir a se tornar uma estratégia de 
associação com antibióticos e sendo assim 
uma alternativa para o tratamento de infecções 
bacterianas. Então são necessários novos 
estudos para averiguar os seus mecanismos 
de ação. 
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