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RESUMO 

 

Introdução: Neisseria gonorrhoeae tem chamado a atenção mundial pela sua grande 

capacidade de desenvolver e adquirir resistência aos agentes antimicrobianos. A crescente e 

alarmante descrição de isolados resistentes a última linha de tratamento recomendado 

internacionalmente para gonorreia vem incentivando a busca por novas opções terapêuticas. 

Em 2012, a Organização Mundial da Saúde publicou um plano mundial de estratégias para 

conter a transmissão e impacto da resistência antimicrobiana de N. gonorrhoeae, e propôs 

como prioridade as estratégias de avaliação de novos antimicrobianos ou terapias 

alternativas para o tratamento da infecção gonocócica. Objetivo: Avaliar o desempenho e 

verificar o potencial antimicrobiano de compostos sintéticos e naturais contra 

N.gonorrhoeae, utilizando isolados de coleção e isolados clínicos. Metodologia: Realizou-

se a padronização da metodologia REMA (do inglês, Resazurin Microtiter Assay Plate) 

para avaliação da atividade antimicrobiano. Após isso, realizou-se a triagem de um grupo 

de substâncias de compostos isolados, extratos e frações, totalizando 187 compostos, dos 

quais 119 são sintéticos e 68 naturais. Os compostos que apresentaram os melhores 

resultados foram escolhidos para seguimento do estudo da curva da determinação da 

concentração inibitória mínima. Resultados e discussão: Um composto sintético (RR103) 

e quatro compostos naturais (AP1, AP10, AP12 e AP16)  apresentaram média de inibição 

da viabilidade bacteriana de 88,6 %, 89,9 %, 85,5 %, 98,8 % e 86,5 % respectivamente. 

Entre os compostos naturais, AP12 na concentração de 100 mg/L obteve o melhor 

resultado, apresentando uma ação inibitória de crescimento bacteriano acima de 70% em 

todas as cepas de N.gonorrhoeae, até mesmo nas cepas multirresistentes como a cepa  

WHO W, WHO Y, WHO X e WHO Z. O composto sintético RR103 apresentou atividade 

antimicrobiana limitada, obtendo concentração inibitória mínima variável dependendo da 

cepa o qual foi utilizada no ensaio. Conclusão: O composto natural AP12 mostrou-se ser 

um potencial candidato para futuros estudos de desenvolvimento de novos medicamentos, 

por demonstrar sua atividade sem depender dos diferentes mecanismos de resistência 

expressos pelas diferentes cepas testadas, além de possuir características químicas que 

possibilitam a ser um composto por via oral, favorecendo o seu acesso e uso para a 

população. 

 

Palavras-chave: Neisseria gonorrhoeae; microdiluição; resazurina 
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ABSTRACT 

 

Background: Neisseria gonorrhoeae has drawn worldwide attention for its great ability to 

develop and acquire resistance to antimicrobial agents. The growing and alarming 

description of isolates resistant to the last internationally recommended treatment line for 

gonorrhea has been encouraging the search for new therapeutic options. In 2012, the World 

Health Organization published a worldwide strategy plan to contain the transmission and 

impact of N. gonorrhoeae antimicrobial resistance, and proposed as a priority strategies for 

the evaluation of new antimicrobials or alternative therapies for the treatment of gonococcal 

infection. Aims: To evaluate the performance and verify the antimicrobial potential of 

synthetic and natural compounds against N.gonorrhoeae, using collection isolates and 

clinical isolates. Methods: The REMA methodology (Resazurin Microtiter Assay Plate) 

was standardized to assess antimicrobial activity. After that, a group of substances of 

isolated compounds, extracts and fractions was screened, totaling 187 compounds, of which 

119 are synthetic and 68 natural. The compounds that showed the best results were chosen 

to follow the study of the determination of mininum inhibitory concentration. Results and 

discussion: A synthetic compound (RR103) and four natural compounds (AP1, AP10, 

AP12 and AP16) showed a great inhibition of bacterial viability of 88.6%, 89.9%, 85.5%, 

98.8% and 86.5% respectively. Among the natural compounds, AP12 at a concentration of 

100 mg/L obtained the best result, with inhibitory action of bacterial growth above 70% in 

all strains of N.gonorrhoeae, even in multiresistant strains such as the WHO W, WHO Y, 

WHO X and WHO Z. The synthetic compound RR103 showed limited antimicrobial 

activity, obtaining a minimum inhibitory concentration that varies depending on the strain 

used in the assay. Conclusion: The natural compound AP12 proved to be a potential 

candidate for future studies on the development of new drugs, as it demonstrates its activity 

without depending on the different resistance mechanisms expressed by the different strains 

tested, in addition to have a chemical structure that makes it possible to be a drug. orally, 

favoring its access and use for the population. 

 

Keywords: Neisseria gonorrhoeae; microdilution; resazurin 
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1. INTRODUÇÃO 

Neisseria gonorrhoeae (gonococo) é um diplococo gram-negativo, patógeno 

humano obrigatório e caracteriza-se por ser o agente etiológico da gonorreia, uma infecção 

sexualmente transmissível (1), que acomete cerca de 156 milhões de pessoas a cada ano (2). 

O gonococo infecta as membranas mucosas do trato genital inferior, reto, orofaringe, 

conjuntiva e em casos raros, pode evoluir para infecção sistêmica. A infecção pode ser 

assintomática ou com manifestações clínicas como secreção endocervical e uretral. Pode 

evoluir para epididimite em homens e salpingite em mulheres e, quando não tratada, pode 

causar infertilidade, sendo considerada uma das causas mais comuns dessa complicação no 

gênero feminino (3). 

  Em homens sintomáticos o diagnóstico laboratorial da gonorreia pode ser realizado 

por meio de esfregaço de secreção uretral corado pelo método de Gram. No entanto, em 

infecções assintomáticas e/ou extragenitais a coloração de Gram não é recomendada devido 

a sua baixa sensibilidade, resultante da presença de Neisserias comensais nesses nichos. A 

cultura é um teste diagnóstico amplamente utilizado e tem como principal vantagem, a 

possibilidade de realização dos testes de sensibilidade aos antimicrobianos. Devido a 

característica fastidiosa de N. gonorrhoeae, a viabilidade dos isolados deve ser preservada 

por utilização de meio de transporte específico e meios de cultura enriquecidos como ágar 

Chocolate e/ou enriquecidos e seletivos como ágar Thayer-Martin. O meio seletivo é 

indispensável especialmente para amostras de sítios com microbiota residente abundante, 

como orofaringe e reto (4). 

  Em 2018 foi publicado o primeiro estudo brasileiro de vigilância da resistência in 

vitro do gonococo – o Projeto Sengono, realizado entre 2015 e 2016, numa parceria entre o 

Ministério da Saúde e a Universidade Federal de Santa Catarina. Nesse estudo, foram 

coletadas amostras de secreção uretral masculina em sete centros da Rede de 

Monitoramento da Resistência Antimicrobiana do Gonococo: Porto Alegre, Florianópolis, 

São Paulo, Belo Horizonte, Brasília, Salvador e Manaus representando todas as regiões 

brasileiras. Além da resistência já bem estabelecida às sulfas, tetraciclinas e penicilinas, o 

estudo constatou resistência em expansão ao ciprofloxacino (CIP) , com taxas superiores a 

50% em todas as regiões do país. Embora, as amostras de N.gonorrhoeae tenham sido 

sensíveis às cefalosporinas de terceira geração, verificou-se isolados com diminuição da 

sensibilidade à cefixima (CFX) e ceftriaxona (CRO) (5). Os resultados do estudo 

suscitaram imediata resposta do Ministério da Saúde, que atualizou as recomendações de 
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tratamento no território nacional para infecção gonocócica anogenital não complicada 

(uretra, colo do útero e reto), desaconselhando a utilização do CIP e adotando a terapia 

dupla com CRO 500mg intramuscular (IM) associada à azitromicina (AZT) 1g via oral 

(VO) em dose única (6).    

  O gonococo tem chamado a atenção mundial pela sua grande capacidade de 

desenvolver e adquirir resistência aos agentes antimicrobianos (7). Na maioria dos países, o 

tratamento empírico para gonorreia é a utilização de CRO em associação com AZT (8,9). A 

resistência à CRO foi inicialmente relatada no Japão no ano de 2011 (10). Posteriormente, 

isolados resistentes foram descritos novamente no Japão, Espanha, Austrália e França 

(11,12,13,14). Devido a descrição crescente de isolados resistentes à CRO, o Centro de 

Controle e Prevenção de Doenças (CDC) incluiu N.gonorrhoeae na lista de organismos na 

qual a resistência aos antimicrobianos é considerada uma ameaça à saúde pública (15). 

  A partir de 2012, a Organização Mundial da Saúde (OMS) publicou um plano 

mundial de estratégias para conter a transmissão e impacto da resistência antimicrobiana de 

N. gonorrhoeae, e propôs como prioridade as estratégias de avaliação de novos 

antimicrobianos ou terapias alternativas para o tratamento da infecção gonocócica (16). 

Segundo a OMS, um composto ideal para primeira linha de tratamento deverá ser altamente 

eficaz, amplamente disponível em qualidade apropriada, ter uma boa relação de custo e 

dose, sem toxicidade e possivelmente em uma dose única com taxa de cura > 95 % dos 

pacientes infectados (16). Nos últimos anos, diversos derivados e análogos de 

antimicrobianos desenvolvidos mostraram atividade in vitro contra N.gonorrhoeae. Isso 

inclui novas fluorquinolonas (17,18), tetraciclinas (19), carbapenêmicos (20) e macrolídeos 

(21,22). A solitromicina é o primeiro fluorocetolídeo que recentemente entrou em estudo 

clínico, sendo da mesma classe do antimicrobiano AZT (23,24). Um estudo preliminar 

realizado na Índia em 2005, demonstrou atividade antimicrobiana de extratos de Ocimum 

sanctum, Drynaria quercifoliae, Anonnas quamosa em N.gonorrhoeae (25), quando 

comparada com AZT e beta-lactâmicos. Jacobsson e colaboradores demonstraram atividade 

antimicrobiana in vitro da nova moditromicina de biciclolídeos em isolados clínicos na 

Suécia (26). Porém, o mesmo estudo identificou resistência cruzada em isolados com 

resistência de alto nível à AZT.  

Com o incentivo de desenvolvimento e pesquisa de novos medicamentos,  a 

parceria global de pesquisa e desenvolvimento de antibióticos, do inglês The Global 

Antibiotic Research and Development Partnership (GARDP), o zoliflodacino (inibidor da 

DNA topoisomerase II) é o potencial antimicrobiano que, após resultados promissores da 
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fase II, está sendo avaliado para um estudo global de fase III. O estudo, que está avaliando 

a eficácia e a segurança do zoliflodacino em relação aos tratamentos padrão, deve incluir 

1.000 pessoas com gonorreia nos Estados Unidos, Holanda, Tailândia e África do Sul. 

Além disto, o zoliflodacino também foi projetado como uma opção de tratamento oral, com 

potenciais benefícios em comparação com o atual padrão de tratamento de injeções 

intramusculares (IM) (27). 

A crescente e alarmante descrição de isolados resistentes à última linha de 

tratamento recomendado internacionalmente para gonorreia vem incentivando a busca por 

novas opções terapêuticas (16,28).  

  Nesse sentido, o objetivo do presente estudo foi de avaliar o desempenho e verificar 

o potencial antimicrobiano de compostos sintéticos e naturais em N.gonorrhoeae, 

utilizando isolados de coleção e isolados clínicos. 
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2. REVISÃO DA LITERATURA 

   

2.1 NEISSERIA  

  Neisseria gonorrhoeae pertence ao gênero Neisseria, do qual N.gonorrhoeae 

(gonococo) é um patógeno obrigatório do gênero e Neisseria meningitidis (meningococo) é 

um patógeno oportunista, em que existem relatos de colonização de 10% da população sem 

desenvolver a infecção (29). Além dessas, ainda existem oito espécies de Neisseria 

comensais da microbiota nasal e da orofaringe (30). Análises filogenéticas mostram que 

N.gonorrhoeae e N. meningitidis evoluíram de um ancestral comum não patogênico, mas 

agora representam linhagens separadas que ocupam nichos distintos, a mucosa genital e a 

mucosa nasofaríngea, respectivamente (31,32). Embora N. meningitidis possa suportar a 

desidratação, sobreviver fora do hospedeiro humano por períodos e ter transmissão via 

gotículas respiratórias, N.gonorrhoeae é inviável se desidratada ou exposta a temperaturas 

não fisiológicas, sendo considerada uma bactéria fastidiosa. Os eventos que levaram à 

evolução de dois organismos que são altamente semelhantes no genoma e na fisiologia do 

núcleo e causam doenças distintas em diferentes locais do corpo humano, ainda não são 

compreendidos (33). 

2.2. GONORREIA 

  A gonorreia é uma infecção sexualmente transmissível (IST) causada por 

N.gonorrhoeae, sendo transmitida pelo contato íntimo desprotegido. As manifestações 

clínicas são distintas entre os sexos, majoritariamente sintomáticas nos homens e 

assintomáticas nas mulheres. A gonorreia retal e faríngea, geralmente assintomáticas, são 

identificadas principalmente em homens que fazem sexo com homens (HSH), no entanto, 

dependendo das práticas sexuais, pode ser encontrada em ambos os sexos. Se a infecção 

urogenital permanecer sem ser detectada ou se não for tratada adequadamente, ela pode 

atingir o trato genital superior e resultar em complicações reprodutivas graves 

(principalmente, mas não exclusivamente, em mulheres), como endometrite, doença 

inflamatória pélvica, resultando em infertilidade ou perda involuntária durante a gravidez 

ectópica, e em homens, pode ocasionar edema peniano, prostatite e epididimite. A 

conjuntivite pode ocorrer quando há infecção ocular por meio das secreções genitais e em 

recém-nascidos durante o parto vaginal de mãe infectada, ocasionando oftalmia neonatal, 

que e em alguns casos, leva à cegueira. A infecção gonocócica disseminada pode ocorrer 

em ambos os sexos, mas atualmente é pouco descrita (34,16,35). 



16 
 

2.2.1 Diagnóstico 

  Em homens sintomáticos o diagnóstico laboratorial da gonorreia pode ser realizado 

por meio de esfregaço de secreção uretral corado pelo método de Gram. Na coloração de 

Gram, os gonococos podem ser identificados por microscopia (ampliação, 1.000 X) como 

diplococos Gram negativos intracelulares em leucócitos polimorfonucleares. No entanto, 

em infecções assintomáticas e/ou extragenitais a coloração de Gram não é recomendada 

devido a sua baixa sensibilidade. A cultura é um teste diagnóstico amplamente utilizado e 

tem como principal vantagem, a possibilidade de realização dos testes de sensibilidade aos 

antimicrobianos. Devido a característica fastidiosa de N.gonorrhoeae, a viabilidade dos 

isolados deve ser preservada por utilização de meio de transporte específico e o isolamento  

necessita de meios de cultura enriquecidos como ágar Chocolate e/ou de meios 

enriquecidos e seletivos como ágar Thayer-Martin, no qual são adicionados vancomicina, 

colistina, trimetroprim e nistatina. O meio seletivo é indispensável especialmente para 

amostras de sítios com microbiota residente abundante, como orofaringe e reto (36).  

 

2.2.2 Tratamento 

  O tratamento empírico da gonorreia na maioria dos países é a utilização de CRO em 

associação com AZT (8,9).  

  Pelo histórico do gonococo relacionado ao desenvolvimento de resistência aos 

antimicrobianos utilizados no tratamento da gonorreia, o uso de terapia combinada de dois 

antimicrobianos com diferentes mecanismos de ação (por exemplo, uma cefalosporina e um 

macrolídeo) melhora a eficácia do tratamento e auxilia a retardar o surgimento e a 

disseminação de cepas resistentes aos antimicrobianos. O uso de AZT como segundo ATM 

é preferível à doxiciclina devido às vantagens de conveniência, conformidade da terapia de 

dose única e à prevalência substancialmente mais alta de resistência gonocócica à 

tetraciclina do que à AZT entre isolados do Projeto de Vigilância de isolados gonocócicos 

(GISP) dos Estados Unidos da América, particularmente em cepas com concentração 

inibitória mínima (CIM) de CFX elevada (37). Dados limitados sugerem que a terapia 

dupla com AZT pode aumentar a eficácia do tratamento para infecção faríngea ao usar 

cefalosporinas orais (38). Além disso, pessoas infectadas com N.gonorrhoeae 

frequentemente são coinfectadas com Chlamydia trachomatis. Esse achado levou à 

recomendação de que as pessoas tratadas para infecção gonocócica também sejam tratadas 
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com um regime eficaz contra a infecção genital não complicada por C. trachomatis, 

apoiando ainda mais o uso de terapia dupla que inclui AZT (39).  

  No Brasil, conforme N.gonorrhoeae adquiriu e desenvolveu genes de resistência aos 

antimicrobianos, os protocolos clínicos e as diretrizes terapêuticas referentes à gonorreia 

sofreram alterações. Em 1999, o Ministério da Saúde brasileiro preconizou a utilização de 

uma ampla variedade de antimicrobianos para o tratamento da gonorreia, dentre os quais, a 

ofloxacina dose única (400 mg) pela via oral (VO); dose única de CFX (400 mg) VO; dose 

única de CIP (500 mg) VO; dose única de CRO (250 mg) via IM; ou uma única dose de 

tianfenicol (2,5 g) VO (40). 

  No entanto, o Ministério da Saúde publicou, em 2006, um novo manual que alterou 

tais opções terapêuticas para terapia dupla, recomendando duas opções para o tratamento da 

gonorreia e da clamídia concomitantemente. A primeira opção consistia no uso de uma 

única dose de CIP (500 mg) VO ou dose única de CRO (250 mg) IM associada com dose 

única de AZT (1 g) VO ou doxicilina (100 mg) VO por 7 dias. Já a segunda opção de 

tratamento compreendia o uso de uma única dose de CFX (400 mg) VO, dose única de 

ofloxacina (400 mg) VO ou dose única de 2 g espectinomicina via IM concomitante com 

eritromicina (500 mg) VO, tetraciclina (500 mg) VO ou ofloxacina (400 mg) VO (41). 

  Com a publicação do estudo brasileiro de vigilância da resistência in vitro do 

gonococo – o Projeto Sengono (5). O Ministério da Saúde, atualizou as recomendações de 

tratamento no território nacional para infecção gonocócica anogenital não complicada 

(uretra, colo do útero e reto), desaconselhando a utilização de CIP e adotando a terapia 

dupla com CRO 500mg IM associada à AZT 1g VO em dose única (6). 

 

2.2.3 Epidemiologia  

  A prevalência das infecções por N.gonorrhoeae é a segunda mais alta dentre as ISTs 

bacterianas, sendo o primeiro lugar ocupado pelas infecções por C. trachomatis. Entre 2005 

e 2008, o número de casos reportados globalmente de infecções gonocócicas aumentou em 

21% em adultos entre 15 e 49 anos (42). Além disso, estima-se que ocorreram 106,1 

milhões de casos novos de infecção por N.gonorrhoeae em 2008 no mundo (42). Tal 

incidência varia de acordo com as diferentes regiões geográficas, sendo que a região do 

Pacífico Ocidental, que abriga países como Camboja, Vietnã, Filipinas, República da 

Coreia, os quais possuem um baixo índice de desenvolvimento econômico, possui a maior 

incidência com 42 milhões de novos casos em 2008 (8).  
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  A prevalência mundial da infecção por N.gonorrhoeae em mulheres é estimada em 

0,9% e nos homens em 0,7% (2). A comparação dessa prevalência com aquela encontrada 

no Brasil é dificultada pelos poucos estudos disponíveis, bem como seus resultados 

conflitantes, variando entre 0,7% e 18% de infecções por N.gonorrhoeae em homens e 

mulheres (43,44,45). A falta de informação sobre a epidemiologia das infecções por 

N.gonorrhoeae também se deve ao fato de tais infecções não integrarem a lista nacional de 

doenças e agravos de notificação compulsória. Dessa forma, as informações disponíveis, 

atualmente, são baseadas em estudos envolvendo determinadas parcelas da população, o 

que não reflete o cenário do território brasileiro. 

 

2.2.4 Resistência aos antimicrobianos 

  O controle da saúde pública da gonorreia depende totalmente do tratamento 

apropriado, juntamente com esforços de prevenção generalizados e direcionados, uso de 

métodos diagnósticos eficazes, processos de notificação de parceiros e vigilância 

epidemiológica. A terapia deve curar casos individuais para reduzir o risco de complicações 

e impedir a transmissão adicional da infecção. Considerando o grande número de casos 

anuais estimados (156 milhões) (2) em todo o mundo, o monitoramento da resistência em 

N.gonorrhoeae tem implicações consideráveis no controle da gonorreia.  

  A perspectiva do aumento do número de cepas gonocócicas que exibem resistência 

a multidrogas (MDR) e resistência extensiva aos antimicrobianos (XDR), incluindo 

resistência à CRO, a última opção restante para monoterapia empírica de primeira linha em 

muitos contextos, é motivo de grande preocupação (14) . 

  A primeira cepa gonocócica com alto nível de resistência à CRO (H041) foi isolada 

da faringe de uma mulher na cidade de Kyoto no Japão no ano de 2011 (10). O surgimento 

de cepas resistentes à CRO ressalta preocupações para controlar a gonorreia pelo motivo de 

que CRO é amplamente recomendada e é o tratamento de primeira linha para gonorreia na 

maioria dos países do mundo. Posteriormente, isolados resistentes foram descritos na 

França, Espanha e Austrália (14,12,13).  

  Em 2018, na Inglaterra foi descrito o primeiro caso de infecção uretral e faríngea 

por N.gonorrhoeae resistente à CRO associada à resistência de alto nível para AZT. O 

paciente obteve cura após o tratamento com ertapenem, antimicrobiano reservado para uso 

hospitalar (46). 
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2.3 Fármacos em pesquisa para o tratamento de gonorreia 

  Solitromicina é o primeiro fluorocetolídeo que recentemente entrou em 

desenvolvimento clínico, pertence à mesma classe do antimicrobiano AZT (47,23). Já são 

descritos estudos in vitro da atividade desse medicamento em comparação com outros 

antimicrobianos utilizados no tratamento (21), obtendo menor CIM e melhor estabilidade 

em meio ácido quando comparado à AZT (48). No estudo clínico de fase II, foram testadas 

duas concentrações do antimicrobiano (solitromicina 1200 mg e 1000 mg) para tratamento 

de gonorreia não complicada, os resultados mostraram atividade em ambas as doses (49). O 

estudo de fase III multicêntrico realizado nos Estados Unidos da América e na Austrália 

avaliou a eficácia e segurança da solitromicina em dose única VO em comparação à terapia 

combinada de dose IM de CRO (500 mg) mais dose oral de AZT (1000 mg), porém, foi 

identificada uma taxa maior de efeitos adversos e houve falha terapêutica, comprovada por 

cultura positiva após sete dias de tratamento em comparação com o tratamento de primeira 

linha. Isso demonstra que a Solitromicina em dose única não é uma alternativa segura de 

tratamento para da gonorreia, devido à insuficiência de duração da exposição do 

medicamento no sítio da infecção. Entretanto, os novos estudos com esse medicamento 

devem considerar o potencial do risco gastrointestinal e a elevação das enzimas hepáticas. 

(50,51). 

  Outro medicamento em estudo é o Zoliflodacin (AZD0914 e ETX0914), 

espiropirimidinatriona, que está em estudo clínico de fase III. Este novo medicamento tem 

como mecanismo de ação a inibição da biossíntese de DNA bacteriano por meio da 

inibição de topoisomerasesdo tipo II, que incluem a DNA girase e topoisomerase IV. 

Embora ETX0914 e CIP tenham como alvo a DNA girase, os diferentes modos de ligação 

são funcionalmente efetivos e suficientes para o ETX0914 inibir o crescimento de cepas 

resistentes ao CIP (52). 

2.4 Produtos naturais 

  Os produtos naturais possuem enorme diversidade estrutural e química que não 

pode ser comparada por quaisquer bibliotecas sintéticas de pequenas moléculas e 

continuam a inspirar novas descobertas nas áreas da química, biologia e medicina. 

Acredita-se que o sucesso de produtos naturais como moléculas líderes no desenvolvimento 

de novos fármacos seja devido à sua ‘pré-validação biológica’: organismos produzem 

metabólitos secundários que, ao longo da evolução, foram modificados para serem capazes 

de interagir com alvos biológicos (53). 
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  Uma vez estudados, esses produtos são otimizados para melhorar sua estrutura e 

muitas vezes sua atividade e estabilidade (54). A história da medicina está cheia de eventos 

notáveis de como a descoberta de um produto natural que impactou profundamente os 

avanços na biologia e inspirou a descoberta de medicamentos.  

  William C. Campbell e Satoshi Omura foram os ganhadores do Prêmio Nobel de 

Fisiologia ou Medicina em 2015 pela descoberta da Avermectina, produto natural, que 

originou a ivermectina, medicamento usado no tratamento de infecções parasitárias (em 

especial por nematódeos). Esse medicamento reduziu significativamente o índice de 

mortalidade e trouxe otimismo para novas descobertas com produtos naturais (55). 

Com a pesquisa de novos medicamentos em expansão, em especial os de fontes 

naturais, espera-se identificar compostos com potencial atividade antimicrobiana em doses 

que viabilizem a continuidade dos estudos para o desenvolvimento de fármacos. Para isso, 

os compostos deverão apresentar resultado satisfatório no ensaio de determinação da 

concentração inibitória mínima que poderão ser guia de novos estudos da fase pré-clínica. 
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3.OBJETIVOS 

 

3.1 Objetivo Geral 

 

  Avaliar o desempenho e verificar o potencial antimicrobiano de compostos 

sintéticos e naturais em N.gonorrhoeae, utilizando isolados de coleção e isolados clínicos. 

 

3.2 Objetivos Específicos 

 

 Padronizar o volume de resazurina e concentração do inóculo bacteriano; 

 Triar o potencial antimicrobiano em um conjunto de compostos naturais e 

sintéticos;  

 Verificar a atividade antimicrobiana dos compostos triados utilizando um painel 

de 15 cepas de referência de N.gonorrhoeae; 

 Avaliar a curva da determinação da concentração inibitória mínima dos 

compostos com melhor atividade antimicrobiana. 
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4.MATERIAIS E MÉTODOS  

 

4.1 Compostos: 

  Os compostos utilizados foram cedidos pelas professoras Drª. Miriam de Barcellos 

Falkenberg e Drª. Lílian Sibelle Campos Bernardes (Laboratório de Produtos Naturais, 

Departamento de Ciências Farmacêuticas, Universidade Federal de Santa Catarina, 

Florianópolis, Brasil). O grupo de substâncias compreende compostos isolados, extratos e 

frações, totalizando 187 compostos, dos quais 119 são sintéticos e 68 são naturais. Entre os 

compostos naturais estão os espécies do grupo das algas vermelhas (Laurencia catarinenis 

e Laurencia dendroide), algas pardas (Dictyoteris jolyana, Dictyoteris plagiogramma, 

Dictyoteris delicatula, Distyopteris justii e Dictyopteris sp.), algas marrons (Desmarestia 

meziesii, Desmarestia anceps e Ascoseira mirabilise) e macroalga (Palmaria decipiens). 

 

4.2 Produção do Caldo Graver-Wade (GW): 

  A produção do caldo GW foi realizada de acordo com protocolo estabelecido por 

Graver e Wade (2007) (56): foi preparado 1 litro do meio de cultura celular M199 

(comercialmente disponível com sais de Earle, mas sem L-glutamina, vermelho de fenol e 

bicarbonato de sódio; Sigma-Aldrich®) em água destilada. Ao meio M199, adicionou-se 

500 mL de água destilada com glicose (10,0 g; 37 mM), bicarbonato de amônio (2,0 g; 17 

mM), acetato de sódio tri-hidratado (1,0 g; 4,9 mM), L-glutamina (0,75 g; 3,4 mM), 

espermidina (0,2 g; 919 µM), L-arginina (0,1 g; 383 µM), hipoxantina (0,05 g; 245 µM), 

uracilo (0,05 g; 298 µM), oxaloacetato (0,05 g; 252 µM), cloridrato de tiamina (0,05 g; 99 

µM), L-ornitina (0,01 g; 39 µM), dinucleotídeo de nicotinamida adenina (0,01 g; 10 µM) e 

DL-lactato de sódio (2,5 mL xarope a 60% p/p; 13 mM). Hipoxantina e Uracilo foram 

dissolvidos cada um em 3 mL de NaOH 1M. Todos os reagentes foram adquiridos da 

Sigma-Aldrich®. O pH foi ajustado para 6,8 com HCl 1M e o caldo esterilizado à vácuo 

por filtração em 0,22 µm. O caldo foi armazenado em geladeira em temperatura (2-8ºC) por 

até 15 dias. 

 

4.3 Preparo da solução de uso dos compostos: 

  Os compostos foram ressuspendidos em dimetilsulfóxido (DMSO), obtendo-se a 

concentração de 10000 mg/L (solução de estoque), e em seguida, foram diluídos em caldo 
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GW na concentração de 1000 mg/L (solução de uso), para utilização no ensaio de 

microdiluição.   

 

4.4 Cepa bacteriana e condições de crescimento: 

  A cepa de referência WHO K de N.gonorrhoeae (57) foi utilizada para a realização 

da triagem inicial dos compostos. 

Após o ensaio de triagem, realizou-se o ensaio de determinação da concentração 

inibitória mínima dos compostos avaliados com melhor atividade antimicrobiana 

utilizando-se um painel contendo 15 isolados de N.gonorrhoeae. 

Todas as cepas de N.gonorrhoeae foram armazenadas em caldo Casoy com 20 % de 

glicerol em freezer -80ºC. Na semana da realização dos ensaios dos compostos, as cepas 

utilizadas foram descongeladas e semeadas em placas de ágar Thayer Martin (Laborclin®) 

e incubadas a 37°C em atmosfera úmida com 5% de CO2, por 16-18 horas e repicada em 

placa de ágar Chocolate (Laborclin®) e incubada nas mesmas condições por mais 16-18 

horas.  

Para a realização do ensaio da concentração inibitória mínima foram utilizadas as 15 

cepas de referência de N. gonorrhoeae. 

O perfil de sensibilidade e resistência de cada cepa utilizada está descrito no Anexo 

A. 

 

4.5 Inóculo bacteriano: 

  Após o crescimento das cepas de N.gonorrhoeae no ágar Chocolate (Laborclin®), 

foi realizado o inóculo 0.5 McFarland verificado em DensiCheck® (Biomerieux, França). 

Pipetou-se 1 mL desse inóculo em um tubo tipo Falcon de 50 mL, já contendo 14 mL do 

Caldo GW aquecido em banho maria a 37 ºC, obtendo-se a concentração final do inóculo 

de 1x107 UFC/mL. 

 

4.6 Preparo da resazurina (Alamar Blue): 

  O pó de resazurina sal sódico (Sigma-Aldrich®) foi diluído em tampão fosfato-

salino (PBS) (pH 7,4) estéril na concentração final de 0,1 mg/mL (0.01%). Foram pesados 

5 mg do pó e adicionados 50 mL de PBS (pH 7,4) estéril. Logo após o preparo da solução 

de resazurina, o corante foi esterilizado a através do filtro de 0,22 µm e armazenado em 

geladeira entre 2 e 8ºC. 
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4.7 Padronização do volume de resazurina (Alamar Blue): 

  Foram realizadas quatro (4) concentrações diferentes e decrescentes do inóculo da 

cepa de referência WHO K de N.gonorrhoeae (1x107 UFC/mL; 7,5x106 UFC/mL; 5x106 

UFC/mL e 1x106 UFC/mL). Durante o ensaio, foi pipetado 1 mL do inóculo na 

concentração de 0.5 da escala de McFarland em 14 mL de caldo GW, obtendo-se a 

concentração de 1x107 UFC/mL. Para as outras concentrações foram transferidos 0,75 mL, 

0,5 mL e 0,1 mL do inóculo (0.5 McFarland) em tubo contendo 14 mL do caldo GW cada, 

assim obtendo 7,5x106 UFC/mL, 5x106 UFC/mL e 1x106 UFC/mL respectivamente. Além 

dessas concentrações, foram utilizados volumes diferentes de resazurina (20 μL, 30 μL e 50 

μL).  

Em cada poço (placa de microdiluição estéril de 96 poços e fundo em U) (Kasvi®) 

foram adicionados 90 μL de cada concentração dos inóculos, como demonstrado na figura 

1. No controle positivo (controle de efetividade da atividade antimicrobiano) foram 

adicionados 10 μL de solução de Triton x-100 em etanol e no controle negativo (presença 

do crescimento das bactérias), 10 μL de PBS (pH 7,4) estéril. Já nos poços referentes ao 

branco, pipetou-se somente 100 μL do caldo GW. 

 

Figura 1: Mapa das concentrações dos inóculos e os volumes de resazurina. 
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Fonte: Próprio autor, 2020. CP: Controle positivo (Coluna 1, 4 e 7); CN: Controle negativo (Coluna 2, 5 e 8); 

B: Branco (Coluna 3, 6 e 9). A1 a A9 e B1 a B9 Concentração do inóculo de 1x107  UFC/mL; C1 a C9 e D1 a 

D9 Concentração do inóculo de 7,5x106 UFC/mL; E1 a E9 e F1 a F9 Concentração do inóculo de 5x106 

UFC/mL; G1 a G9 e H1 a H9 Concentração do inóculo de 1x106 UFC/mL. Os volumes de resazurina 

utilizados estão demonstrados nas colunas 1, 2 e 3 para o volume de 20 μL; 4, 5 e 6 para o volume de 30 μL; 

7, 8 e 9 para o volume de 50 μL. UFC: Unidade formadora de colônias. 

 

  Após o tempo de incubação de 6 horas, realizou-se a coloração de Gram com uma 

alíquota do poço do controle negativo para confirmação de crescimento bacteriano 

(Diplococos gram negativos) e avaliação de contaminação do caldo GW. Por fim foram 

adicionados os volumes de resazurina (20 μL, 30 μL e 50 μL). A placa foi incubada 

novamente por mais 60 minutos e a leitura da fluorescência foi realizada no fluorímetro(LS 

55 PerkinElmer®) nos comprimentos de onda de 560 e 590 nm. 

  Foram avaliados os melhores volumes de resazurina e as concentrações dos 

inóculos bacterianos utilizados no ensaio, a fim de definir o protocolo para as etapas 

posteriores. Este deve ter uma boa conversão da resazurina em resarufina sem ultrapassar o 

limite de detecção de fluorescência no fluorímetro (LS 55 PerkinElmer®) (58). 

4.8 Avaliação da atividade antimicrobiana: 

  Para avaliação da atividade antimicrobiana, foi utilizada a metodologia REMA (do 

inglês, Resazurin Microtiter Assay Plate) (58). Foram pipetados 10 µL de cada composto 

(solução de uso) em quadruplicata na placa de microdiluição estéril de 96 poços e fundo em 

U (Kasvi®) e em seguida 90 µL do inóculo bacteriano da cepa WHO K de N.gonorrhoeae 

preparado previamente. Após o período de incubação (6 horas a 35 ±1°C) em estufa com 5 

% CO2 e atmosfera úmida, foi adicionado o volume de resazurina (Alamar blue) definido 

após a padronização. As placas de reação (Kasvi®) foram incubadas novamente durante 60 

minutos. A concentração final de cada composto testado foi de 100 mg/L. 

  A determinação da fluorescência foi realizada no equipamento fluorímetro (LS 55 

PerkinElmer®) nos comprimentos de ondas de 560 e 590 nm. Para cada rodada de testes 

(placa de 96 poços) foram utilizados:  Controle positivo (10µL de Triton x-100 em Etanol), 

controle negativo (10µL de PBS estéril) e branco (100µL do caldo GW).  

  Os compostos foram testados em três dias diferentes, com o propósito de realizar 

triplicata biológica, sendo que a cada dia o teste foi realizado em quadruplicata (Figura 2), 

configurando replicatas técnicas. Foi calculada a média de cada quadruplicata para o 

cálculo de viabilidade. 



 

 

Figura 2:Esquema das testagens dos compostos em quadruplicata.

Nota: Figura cedida por Álisson Bigolin

Legenda: as cores laranja,azul escuro, amarelo, verde, vermelho, marrom, rosa e azul claro (colunas 1 a 4) 

indicam locais de testagem de compostos em quadruplicata. Posições 

positivo, B9 a B12 controle negativo e H9 a H12 branco.

  A avaliação da viabilidade bacteriana frente a cada composto 

comparando a fluorescência do controle negativo (100% de viabilidade bacteriana) em 

relação ao composto testado (Equação 1)

 

% de Crescimento Bacteriano =    

Em que: fCN representa a média da leitura da fluorescência do controle negativo, fB a 

média da leitura do Branco e fC a média da leitura de cada composto testado.

 

  Foram analisadas as porcentagens de crescimento bacteriano frente a cad

com o propósito de selecionar os compostos com maio

etapa posterior de ensaio da determinação da CIM.

  Foi considerada atividade antimicrobiana quando o tratamento das bactérias com o 

composto apresentou crescimen

:Esquema das testagens dos compostos em quadruplicata. 

Bigolin 

azul escuro, amarelo, verde, vermelho, marrom, rosa e azul claro (colunas 1 a 4) 

indicam locais de testagem de compostos em quadruplicata. Posições A9 a A12 correspondem ao controle 

positivo, B9 a B12 controle negativo e H9 a H12 branco. 

 

viabilidade bacteriana frente a cada composto 

comparando a fluorescência do controle negativo (100% de viabilidade bacteriana) em 

relação ao composto testado (Equação 1) (58). 

% de Crescimento Bacteriano =                  (1) 

 

Em que: fCN representa a média da leitura da fluorescência do controle negativo, fB a 

média da leitura do Branco e fC a média da leitura de cada composto testado. 

Foram analisadas as porcentagens de crescimento bacteriano frente a cad

com o propósito de selecionar os compostos com maior atividade para proceder com a 

e ensaio da determinação da CIM. 

Foi considerada atividade antimicrobiana quando o tratamento das bactérias com o 

crescimento inferior a 30%. 
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azul escuro, amarelo, verde, vermelho, marrom, rosa e azul claro (colunas 1 a 4) 

A9 a A12 correspondem ao controle 

viabilidade bacteriana frente a cada composto foi realizada 

comparando a fluorescência do controle negativo (100% de viabilidade bacteriana) em 

Em que: fCN representa a média da leitura da fluorescência do controle negativo, fB a 

 

Foram analisadas as porcentagens de crescimento bacteriano frente a cada composto 

r atividade para proceder com a 

Foi considerada atividade antimicrobiana quando o tratamento das bactérias com o 
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4.9 Determinação da concentração inibitória mínima: 

 Para a realização da determinação CIM, as 15 cepas de referência de N.gonorrhoeae 

(57) foram descongeladas em 15 de em placas de ágar Thayer Martin (Laborclin®) a 35±1 

°C em atmosfera úmida com 5% de CO2 por 16 a 18 horas e repicadas em placa de ágar 

Chocolate (Laborclin®) com incubação por mais 16 a 18 horas  

  A diluição dos compostos foi realizada em tubos de 2 mL. Para a diluição seriada 

foram adicionados 450µL de caldo GW no primeiro tubo e 400 µL nos tubos seguintes. 

Para cada composto utilizado, adicionaram-se 50 µL da solução de estoque (10000 mg/L) 

no primeiro tubo, obtendo a concentração de 1000 mg/L. A diluição seriada (1:5) foi 

realizada pipetando 100 µL da concentração anterior em 400 µL do caldo GW já pipetado 

(figura 3). As concentrações intermediárias de cada composto variaram de 1000 mg/L a 

0,000512 mg/L) 

 

Figura 3: Esquema das testagens dos compostos em quadruplicata. 

 

Fonte: Próprio autor.*Solução estoque na concentração de 10000 mg/L. 

Legenda: Tubos enumerados de 1 a 10 representando as diluições que foram realizadas a partir da solução de 

estoque. A concentração final no tubo 1 foi realizado com a adição de 450 µL de caldo GW mais 50 µL da 

solução estoque de cada composto. A partir do tubo 2 até o tubo 10 foram realizados as diluições 1:5 com 

adição de 400 µL de caldo GW mais a transferência de 100 µL do tubo anterior para o tubo correspondente. 

Concentração inicial partindo de 1000 mg/L (tubo 1) até a concentração de 0,000512 mg/L (tubo 10). 

 

 

Na placa de microdiluição estéril de 96 poços e fundo em U (Kasvi®) foram 

adicionados 10 µL das soluções das concentrações dos compostos preparados 
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anteriormente. Nos primeiros poços (coluna 1), como controle positivo, foram adicionados 

10 µL de Triton x100 em etanol ao invés dos compostos (Figura 4). 

  Para preparação do inóculo bacteriano utilizou-se um tubo do tipo Falcon de 50 mL 

onde foram adicionados 14 mL de caldo GW previamente aquecido em banho maria a 37ºC 

e 1 mL do inóculo bacteriano na escala 0.5 McFarland, obtendo-se a concentração final do 

inóculo de 1x107 UFC/mL. Para cada cepa testada, foram adicionados 90 µL do inóculo 

preparado em cada poço na placa estéril de 96 poços (Kasvi®), já contendo 10 µL dos 

compostos com concentração decrescente (Figura 4). O conteúdo dos poços foi 

homogeneizado com o auxílio da micropipeta e a incubação foi feita durante 6 horas em 

estufa 35±1 °C em atmosfera úmida enriquecida com 5 % de CO2.  

Para cada cepa de N.gonorrhoeae foi utilizada uma placa de microdiluição 

(Kasvi®). 

O resultado das concentrações de cada diluição dos compostos está demonstrado na 

Tabela 1. 

 

Tabela 1: Concentração inicial a partir da solução estoque e concentração final na placa de 
microdiluição. 

 Concentrações dos compostos 

após diluição 1:5ª 

(mg/L) 

Concentração finalᵇ 

(mg/L) 

1º  tubo 1000  100  

2º  tubo 200  20  

3º  tubo  40  4  

4º  tubo 8 0,8  

5º  tubo 1,6  0,16  

6º  tubo  0,32  0,032  

7º  tubo  0,064  0,0064  

8º  tubo  0,0128  0,00128  

9º  tubo  0,00256  0,000256  

10º tubo:  0,000512  0,0000512  

Fonte: Próprio autor, 2020. 

Legenda: ª:Diluição feita a partir da solução estoque de 10000 mg/L.ᵇ:Concentração realizada após a adição 

de 10 µL das diluições dos compostos (1:5) mais 90 µL do inóculo bacteriano. 
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Figura 4: Esquema da determinação da concentração inibitória mínima: 

 

 

Fonte: Próprio autor, 2020. 

Legenda: Controle positivo (coluna 1): 10 µL de Triton x-100 mais 90 µL do inóculo bacteriano. Controle 

negativo (coluna 12): 10 µL de PBS (pH 7,4) mais 90 µL do inóculo bacteriano. Coluna 2 até a coluna 11 

representa as concentrações decrescentes de cada composto, variando entre 100 mg/L a 0,0000512 mg/L.  

 

  A leitura foi realizada após a adição de 30 µL da solução de resazurina na 

concentração de 0,1 mg/mL e incubação por mais 60 minutos a 35±1 °C em atmosfera 

úmida enriquecida com 5 % de CO2. A mensuração da intensidade da fluorescência foi de 

560 nm e 590 nm de excitação no equipamento fluorímetro(LS 55 PerkinElmer®). 

  As análises estatísticas foram realizadas utilizando Microsoft Office Excel 2007. A 

avaliação da atividade antimicrobiana de cada composto sobre as diferentes cepas de 

N.gonorrhoeae foi quantificada pela curva da determinação da CIM. 
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5. RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

5.1 PADRONIZAÇÃO DO VOLUME DE RESAZURINA E CONCENTRAÇÃO DO 

INÓCULO BACTERIANO 

Com o objetivo de verificar possível interferência da fluorescência da resazurina no 

ensaio, foram realizadas as padronizações do volume deste reagente e a concentração do 

inóculo bacteriano para o estudo.  

 A princípio a detecção da fluorescência foi realizada no fluorímetro seguindo o 

protocolo de Foerster e colaboradores (58). No entanto, não foi possível a realização da 

análise de alguns controles e compostos devido a fluorescência estar além da faixa de 

leitura do equipamento. 

Foram utilizadas, portanto, quatro (4) concentrações diferentes e decrescentes do 

inóculo (1x107 UFC/mL, 7,5x106 UFC/mL, 5x106 UFC/mL e 1x106 UFC/mL), além do 

branco, que avalia a interferência residual da própria fluorescência emitida pela resazurina 

e a esterilidade do caldo GW; o controle positivo para a avaliação da morte bacteriana em 

contato com o Triton X-100 e controle negativo o qual nos fornece informações da 

viabilidade total das cepas de N.gonorrhoeae sem contato com agente inibidor de 

crescimento.  

Além dos inóculos testados, diminuiu-se o tempo de incubação para 60 minutos 

para não ter risco de passar da escala do equipamento, já que fluorescência emitida pela 

conversão da resazurina em resorufina é diretamente proporcional a taxa metabólica das 

bactérias presentes nos poços, ou seja, quanto maior o inóculo bacteriano e a taxa de 

divisão celular, maior vai ser a fluorescência detectada (figura 5).  

 Os resultados para cada volume e inóculo usados estão nas figuras 6, 7, 8, 9 e 10. 

 



 

Figura 5: Microplaca de diluição após a incubação em estufa a 37°C.

Fonte: Próprio autor, 2020. 

Legenda: B: CP: Controle positivo (Coluna 1, 4 e 7); CN: Controle negativo (Coluna 2, 5 e 8); B: Branco 

(Coluna 3, 6 e 9). A1 a A9 e B1 a B9 Concentração 

Concentração do inóculo de 7,5x10

UFC/mL; G1 a G9 e H1 a H9 Concent

utilizados estão demonstrados nas colunas 1, 2 e 3 para o volume de 20 μL; 4, 5 e 6 para o volume de 30 μL; 

7, 8 e 9 para o volume de 50 μL. UFC: Unidade formadora de col

 

Figura 6: Resultados da leitura do controle 

: Microplaca de diluição após a incubação em estufa a 37°C. 

CP: Controle positivo (Coluna 1, 4 e 7); CN: Controle negativo (Coluna 2, 5 e 8); B: Branco 

(Coluna 3, 6 e 9). A1 a A9 e B1 a B9 Concentração do inóculo de 1x107  UFC/mL; C1 a C9 e D1 a D9

106 UFC/mL; E1 a E9 e F1 a F9 Concentração do inóculo de 5x

UFC/mL; G1 a G9 e H1 a H9 Concentração do inóculo de 1x106 UFC/mL. Os volumes de resazurina 

nas colunas 1, 2 e 3 para o volume de 20 μL; 4, 5 e 6 para o volume de 30 μL; 

μL. UFC: Unidade formadora de colônias. Resazurina 0,1 mg/mL (0.01%)

: Resultados da leitura do controle positivo. 
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CP: Controle positivo (Coluna 1, 4 e 7); CN: Controle negativo (Coluna 2, 5 e 8); B: Branco 

UFC/mL; C1 a C9 e D1 a D9 

tração do inóculo de 5x106 

UFC/mL. Os volumes de resazurina 

nas colunas 1, 2 e 3 para o volume de 20 μL; 4, 5 e 6 para o volume de 30 μL; 

1 mg/mL (0.01%).  



 

Fonte: Próprio autor, 2020. 

Legenda: UFC: Unidade formadora de colônias. Log(f): Log da fluorescência.

 

Figura 7: Resultados da leitura do controle negativo.

Fonte: Próprio autor, 2020. 

Legenda: UFC: Unidade formadora de colônias. Log(f): Log da fluorescência.

 

 

Figura 8: Resultados da leitura do branco.

Fonte: Próprio autor, 2020. 

Legenda: UFC: Unidade formadora de colônias. Log(f): Log da fluorescência.

 

 

Legenda: UFC: Unidade formadora de colônias. Log(f): Log da fluorescência. 

: Resultados da leitura do controle negativo. 

 

Legenda: UFC: Unidade formadora de colônias. Log(f): Log da fluorescência. 

: Resultados da leitura do branco. 

 

Legenda: UFC: Unidade formadora de colônias. Log(f): Log da fluorescência. 
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Figura 9: Resultados do crescimento bacteriano com volume de 20 µL de resazurina 0,1 
mg/mL (0.01%). 

Fonte: Próprio autor, 2020. 

Legenda: B: Branco. CP: Controle positivo. CN: Controle negativo. Log(f): Log da fluorescência. UFC: 

Unidade formadora de colônias. 

 

 

Figura 10: Resultados do crescimento bacteriano com volume de 30 µL de resazurina 0,1 
mg/mL (0.01%). 

Fonte: Próprio autor, 2020. 

Legenda: B: Branco. CP: Controle positivo. CN: Controle negativo. Log(f): Log da fluorescência. UFC: 

Unidade formadora de colônias. 

 

 

: Resultados do crescimento bacteriano com volume de 20 µL de resazurina 0,1 

Legenda: B: Branco. CP: Controle positivo. CN: Controle negativo. Log(f): Log da fluorescência. UFC: 

: Resultados do crescimento bacteriano com volume de 30 µL de resazurina 0,1 

Legenda: B: Branco. CP: Controle positivo. CN: Controle negativo. Log(f): Log da fluorescência. UFC: 
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: Resultados do crescimento bacteriano com volume de 20 µL de resazurina 0,1 

 

Legenda: B: Branco. CP: Controle positivo. CN: Controle negativo. Log(f): Log da fluorescência. UFC: 

: Resultados do crescimento bacteriano com volume de 30 µL de resazurina 0,1 

 

Legenda: B: Branco. CP: Controle positivo. CN: Controle negativo. Log(f): Log da fluorescência. UFC: 



 

Figura 11: Resultados do crescimento bacteriano com volume
mg/mL (0.01%). 

Fonte: Próprio autor, 2020. 

Legenda: B: Branco. CP: Controle positivo. CN: Controle negativo. Log(f): Log da fluorescência. UFC: 

Unidade formadora de colônias. 

 

A viabilidade celular e a atividade metabólica pod

quantidade de NADH e NADPH, visto que esses nucleotídeos de piridina são formados 

durante a atividade metabólica. A medição direta desses agentes redutores é possível, mas 

os níveis absolutos não são um indicador ideal para a ativida

rotatividade é importante. A taxa de rotatividade pode ser avaliada pela redução seletiva de 

certos compostos como diferentes sais de tetrazólio (MTT, XTT, MTS ou WST) ou 

resazurina, com a redução enzimática desses compostos

NADH/NADPH como co-substrato. A forma reduzida desses compostos resulta em um 

produto colorido que pode ser medido por métodos espectroscópicos básicos 

A escolha da resazurina para a realizaç

tretrazólio, considerou que esses outros sais quando sofre

ganho de elétron, se tornam um composto insolúvel não possibilitando a sua passagem pela 

membrana bacteriana. Para a realização d

destruindo a integridade da membrana e causando morte celular. Já a resazurina, descoberta 

por Weselsky (60) e utilizada primeiramente 

leite (61), e a resorufina são substâncias solúveis sendo possível fazer a sua 

intracelular, mantendo a viabilidade bacteriana

dentro do tempo estabelecido do experimento 

: Resultados do crescimento bacteriano com volume de 50 µL de resazurina 0,1 

Legenda: B: Branco. CP: Controle positivo. CN: Controle negativo. Log(f): Log da fluorescência. UFC: 

A viabilidade celular e a atividade metabólica podem ser mensuradas pela 

quantidade de NADH e NADPH, visto que esses nucleotídeos de piridina são formados 

durante a atividade metabólica. A medição direta desses agentes redutores é possível, mas 

os níveis absolutos não são um indicador ideal para a atividade metabólica, pois sua taxa de 

rotatividade é importante. A taxa de rotatividade pode ser avaliada pela redução seletiva de 

certos compostos como diferentes sais de tetrazólio (MTT, XTT, MTS ou WST) ou 

resazurina, com a redução enzimática desses compostos pelas desidrogenases, usando 

substrato. A forma reduzida desses compostos resulta em um 

produto colorido que pode ser medido por métodos espectroscópicos básicos (59)

A escolha da resazurina para a realização do experimento e não os sais de 

que esses outros sais quando sofrem o processo de redução, ou seja, 

um composto insolúvel não possibilitando a sua passagem pela 

membrana bacteriana. Para a realização da leitura seria necessário fazer a lise celular, 

destruindo a integridade da membrana e causando morte celular. Já a resazurina, descoberta 

e utilizada primeiramente  para estimar a contaminação bacteriana em 

e a resorufina são substâncias solúveis sendo possível fazer a sua 

mantendo a viabilidade bacteriana e tornando possível a realização da leitura 

ro do tempo estabelecido do experimento (59). Além disso, o uso d
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de 50 µL de resazurina 0,1 

 

Legenda: B: Branco. CP: Controle positivo. CN: Controle negativo. Log(f): Log da fluorescência. UFC: 

em ser mensuradas pela 

quantidade de NADH e NADPH, visto que esses nucleotídeos de piridina são formados 

durante a atividade metabólica. A medição direta desses agentes redutores é possível, mas 

de metabólica, pois sua taxa de 

rotatividade é importante. A taxa de rotatividade pode ser avaliada pela redução seletiva de 

certos compostos como diferentes sais de tetrazólio (MTT, XTT, MTS ou WST) ou 

pelas desidrogenases, usando 

substrato. A forma reduzida desses compostos resulta em um 

(59). 

ão do experimento e não os sais de 

o processo de redução, ou seja, 

um composto insolúvel não possibilitando a sua passagem pela 

necessário fazer a lise celular, 

destruindo a integridade da membrana e causando morte celular. Já a resazurina, descoberta 

para estimar a contaminação bacteriana em 

e a resorufina são substâncias solúveis sendo possível fazer a sua detecção 

tornando possível a realização da leitura 

uso da resazurina 
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possibilita a realização do controle de contaminação, observado pelo poço contendo o 

branco.  

O controle Branco possui apenas o caldo GW estéril e a sua mudança de cor indica 

que houve alguma contaminação durante o experimento, sendo necessário a investigação da 

fonte desta alteração para que interfere nos resultados e deve ser corrigida. Durante uma 

rodada do ensaio de triagem, observou-se a mudança de cor (azul para o rosa),o que indica 

que houve contaminação, visto isto, foi realizada a coloração de Gram para identificar qual 

tipo de bactéria estava presente. Na avaliação microscópica observaram-se somente bacilos 

gram negativos, indicando que a fonte de contaminação deve-se a presença desses 

microorganismos, podendo estar presentes nas soluções e reagentes utilizados. Com essa 

possibilidade, foram preparados novos reagentes e soluções a fim de diminuir as chances de 

contaminações durante os ensaios. 

A resazurina é um corante pouco tóxico (62), mas não sem toxicidade para as 

células. A citotoxicidade da resazurina depende de sua concentração e do tempo em contato 

com as células (63). Mencionado isso, uma semeadura foi realizada no final do ensaio, 

utilizando uma alíquota do poço contendo o inóculo em contato com resazurina/resorufina, 

em ágar Chocolate e foi incubado a 35±1 °C em atmosfera úmida enriquecida com 5 % de 

CO2 por 24 horas. Isso foi feito para observar a viabilidade bacteriana após o contato com o 

corante e também para identificar possíveis contaminações com crescimento de outros tipos 

de bactéria. Verificou-se que houve crescimento de colônias indicativas de N.gonorrhoeae 

(pequenas, brilhantes, viscosas e extremamente aderidas ao meio) (Figura 12). Pela 

coloração de Gram foi possível observar os diplococos gram negativos (figura 13).  Esses 

experimentos para observar a viabilidade bacteriana, ausência de contaminação 

possibilitaram constatar a segurança na escolha da resazurina na concentração de 0,1 

mg/mL; mesma concentração utilizada nos estudos de Foerster e colaboradores (58) e 

Foerster e colaboradores (64). O experimento ainda possibilitou verificar que a incubação 

da bactéria em contato com a resazurina na estufa de CO2 por 60 minutos, a viabilidade 

bacteriana foi mantida (Figura 12 e 13). 

Os resultados dos experimentos de viabilidade bacteriana em relação a concentração 

de resazurina e tempo de incubação foram estimados para rodas as concentrações 

bacterianas testadas. 



 

Figura 12: Crescimento do inóculo em ágar Chocolate na estuda de CO
60 minutos em contato com a resazurina.

Fonte: Arquivo pessoal, 2020. 

Legenda: Crescimento de colônias indicativas de 

extremamente aderidas ao meio) 

 

Figura 13: Coloração de Gram de uma colônia oriunda da placa de ágar 
incubação em contato com a resazurina.

Fonte: Arquivo pessoal, 2020. 

Legenda: Microscopia utilizando a objetiva de 100x em óleo de imersão. 

negativos sugestivo de N.gonorrhoeae

: Crescimento do inóculo em ágar Chocolate na estuda de CO2 após incubação de 
60 minutos em contato com a resazurina. 

Legenda: Crescimento de colônias indicativas de N.gonorrhoeae (pequenas, brilhantes, viscosas e 

: Coloração de Gram de uma colônia oriunda da placa de ágar Chocolate após 
incubação em contato com a resazurina. 

Microscopia utilizando a objetiva de 100x em óleo de imersão. Presença de diplococos gram 

gonorrhoeae. 
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 Após a leitura na intensidade da fluorescência no fluorímetro(LS 55 PerkinElmer®) 

no comprimento de onda de 560 nm e 590 nm, foi constatada pouca diferença entre 

intensidade de fluorescência entre os volumes de resazurina no controle negativo (100% 

viável) (figura 7), obtendo-se valores de leitura parecidos. Com isso, valida a ideia que a 

concentração de células viáveis em uma suspensão contendo resazurina determina 

diretamente o tempo para uma conversão visível da cor púrpura para a rosa (65). 

O volume de resazurina usado neste experimento foi definido em 30µL e não 50µL 

preconizado por Foerster e colaboradores (58) pelo motivo de não apresentar alteração de 

fluorescência significativa (figura 9, 10 e 11). Além disso, optou-se este volume por reduzir 

o consumo de reagentes nos ensaios.  

Na leitura do branco (figura 8), pode-se dizer que não houve contaminação durante 

o experimento, visto que as leituras foram próximas entre si nas diferentes concentrações 

dos inóculos em contato com caldo GW estéril. 

Em relação à concentração do inóculo, foi observado que somente a concentração 

de 1x106 UFC/mL não obteve o crescimento esperado por conta da quantidade reduzida de 

bactéria (figura 5 e 7). Não houve diferença entre as leituras nas concentrações dos inóculos 

de 1x107 UFC/mL, 7,5x106 UFC/mL e 5x106 UFC/mL. 

  Optou-se nesse experimento pelo uso da concentração do inóculo de 1x107 UFC/mL 

por apresentar maior quantidade de bactérias e por garantir a conversão da resazurina. Com 

isso, diminuiram-se as chances de invalidar a rodada dos ensaios por não ter o crescimento 

esperado. 

Na padronização e na triagem inicial do experimento foi utilizada a cepa de 

referência WHO K de N.gonorrhoeae que, de acordo com Unemo (57), no estudo sobre as 

cepas WHO e sua caracterização fenotípica, genética e a genômica, é um cepa sensível à 

CRO e resistente ao CIP (Alto nível > 32 mg/L). 

Por ser tratar de uma cepa com resistência e não do tipo selvagem (57), observamos 

um bom nível de conversão da resazurina em resorufina, tendo uma maior diferenciação de 

coloração do azul para o rosa e pela leitura obtida da intensidade da fluorescência no 

fluorímetro. Isso indica que a cepa WHO K de N.gonorrhoeae obteve um bom crescimento 

no caldo GW e resistiu às variações sofridas durante o experimento em conjunto com 

garantia de crescimento com a utilização do inóculo de 1x107 UFC/mL. Somado a isso, os 

possíveis vieses de leitura que poderiam ser causados por morte de bactérias durante os 

procedimentos dos ensaios foram evitados e, portanto, diminuindo interferência na 

intensidade da fluorescência e das porcentagens de crescimento em caldo GW. Isso porque 
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N.gonorrhoeae é considerada uma bactéria fastidiosa em que mudanças de ambientes e 

possíveis estresses sofridos durante os ensaio como variação de pH, temperatura e 

concentração de CO2 causariam perda e por fim diminuição do inóculo bacteriano.  

Os gonococos podem crescer em um meio contendo glicose em uma faixa de pH de 

6,0 a 8,0, com um pH ótimo de 7,0 a 7,5 (66,67,68). Seus requisitos de temperatura são 

estreitos, com crescimento de 25 à 41 °C, com uma temperatura ideal de 36 ± 1 ºC. O 

organismo é sensível à dessecação e não pode sobreviver a temperaturas menores que 25°C 

por longos períodos de tempo, sendo necessário que durante a realização do experimento 

haja um controle do tempo de manuseio e preparo dos ensaios. Além do mais, a viabilidade 

de N.gonorrhoeae diminui rapidamente na fase estacionária, devido à autólise aprimorada 

após a depleção de glicose do meio. Recomenda-se que os gonococos sejam incubados com 

CO2 em 3% a 10%, pois o CO2 melhora o desenvolvimento do crescimento exponencial 

(69). 

 O caldo GW, validado no estudo de Graver e Wade (56), possui os insumos 

necessários e condições para o crescimento de N.gonorrhoeae. Sendo assim, foi possível a 

realização do ensaio de microdiluição. No estudo, os autores constataram que o caldo GW 

permitiu o crescimento de inóculo bacteriano entre 10³ UFC/mL e 108 UFC/mL em 24 

horas de incubação, utilizando a metodologia de contagem de células viáveis após os 

períodos de incubação (56). Nesse mesmo trabalho relatou-se como limitações a utilização 

de um painel relativamente pequeno e que foram utilizados isolados locais podendo não ser 

representativo.  

Com relação às demais cepas de N.gonorrhoeae utilizadas neste estudo, foi possível 

observar diferenças de crescimento dependendo da cepa utilizada no caldo GW utilizando 

os mesmo parâmetros e técnicas em toda parte de triagem (figura 14 e 15). No entanto, as 

diferenças só foram observadas durante a etapa da curva da determinação da CIM, na qual 

foram utilizadas todas as 15 cepas de N.gonorrhoeae. Uma hipótese é que houve morte 

bacteriana durante a realização do experimento por ter cepas mais sensíveis às variações 

intra-ensaio, limitando a leitura dos dados. Outro indício é que dependendo da cepa 

utilizada e suas características fenotípicas e genéticas refletem na conversão da resazurina 

em resorufina, e, portanto, no seu metabolismo e taxa de reprodução. Foerster e 

colaboradores (2017) relataram que cepas com resistência à CFX e CRO utilizadas nos 

ensaios apresentaram resultados falso-positivos na comparação dos dados entre a 

metodologia de microdiluição baseada em resazurina e a metodologia utilizando E-test. 

Consequentemente houve uma superestimação da porcentagem de cepas consideradas 
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resistentes nesse estudo (58), além disso o complexo mecanismo de ação e evolução da 

resistência a esses antimicrobianos não são totalmente compreendidas e envolvem vários 

determinantes de resistência em interações multifacetadas (penA, penB, mtrR, fator X) (58).  

Com esses dados, cepas com resistências são mais propícias a ter um crescimento 

maior em comparação com cepas mais sensíveis no caldo GW, conforme observa na figura 

14 e 15.  

 

Figura 14: Placa da curva da determinação da concentração inibitória mínima utilizando a 
cepa WHO F de N.gonorrhoeae. 

 

Fonte: Arquivo pessoal, 2020.  

Legenda: Figura representa a conversão da resazurina em resorufina pela cepa WHO F de N.gonorrhoeae. 

A cor azul indica que não houve a redução do corante, e consequentemente, o metabolismo bacteriano. Já a 

cor  mais próximo do rosa e/ou roxo, indica que houve redução e portanto o metabolismo bacteriano.  A2 a 

A11 representa os concentrações utilizados do composto AP1; B2 a B11, composto AP10; C2 a C11, 

composto AP12; D2 a D11, composto AP16; E2 a E11, composto RR103. A coluna 1 indica o Controle 

positivo, sem crescimento bacteriano e a coluna 12 indica o Controle negativo (100%)  viável. As 

concentrações finais utilizadas na placa são: Coluna 2: 100 mg/L; Coluna 3: 20 mg/L; Coluna 4:  4 mg/L; 

Coluna 5: 0,8 mg/L; Coluna 6: 0,16 mg/L; Coluna 7: 0,032 mg/L; Coluna 8: 0,0064 mg/L; Coluna 9: 0,00128 

mg/L; Coluna 10: 0,000256 mg/L e Coluna 11: 0,000512 mg/L. 

Cepa WHO F de N.gonorrhoeae é sensível a todos os antimicrobianos usados no tratamento da gonorreia 

(57) 
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Figura 15: Placa da curva da determinação da concentração inibitória mínima utilizando a 
cepa WHO L de N.gonorrhoeae. 

 

Fonte: Arquivo pessoal, 2020.  

Legenda: Figura representa a conversão da resazurina em resorufina pela cepa WHO L de N.gonorrhoeae. 

A cor azul indica que não houve a redução do corante, e consequentemente, o metabolismo bacteriano. Já a 

cor  mais próximo do rosa e/ou roxo, indica que houve redução e portanto o metabolismo bacteriano.  A2 a 

A11 representa os concentrações utilizados do composto AP1; B2 a B11, composto AP10; C2 a C11, 

composto AP12; D2 a D11, composto AP16; E2 a E11, composto RR103. A coluna 1 indica o Controle 

positivo, sem crescimento bacteriano e a coluna 12 indica o Controle negativo (100%)  viável. As 

concentrações finais utilizadas na placa são: Coluna 2: 100 mg/L; Coluna 3: 20 mg/L; Coluna 4:  4 mg/L; 

Coluna 5: 0,8 mg/L; Coluna 6: 0,16 mg/L; Coluna 7: 0,032 mg/L; Coluna 8: 0,0064 mg/L; Coluna 9: 0,00128 

mg/L; Coluna 10: 0,000256 mg/L e Coluna 11: 0,000512 mg/L. 

Cepa WHO L de N.gonorrhoeae possui resistência com alto nível para CIP, resistência moderada para 

AZT e resistência baixa para CRO (57). 

 

Em relação às concentrações dos compostos utilizados, optou-se pelo uso da 

concentração em miligrama por litro (mg/L) tanto em compostos isolados, geralmente 

utilizado em µMol, quanto em extratos pelo motivo de se tratar de uma triagem inicial de 

um banco de conjuntos de compostos isolados ou não, e o crescimento ou não na 

concentração utilizada já seria, portanto, um resultado que demonstra sua atividade frente 

N.gonorrhoeae que, posteriormente, ensaios mais aprofundados de cada compostos 

poderiam ser feitos a partir desta triagem. 

 

5.2 TRIAGEM DOS COMPOSTOS: 

 A partir da leitura realizada pelo fluorímetro (LS 55 PerkinElmer®) e análise das 

intensidades de fluorescências, foram calculados as médias das três leituras em dias 

diferentes (Figura 16), foram selecionados quatro (4) compostos naturais e um (1) 

composto sintético para progredirem no restante do trabalho. 



41 
 

 

Figura 16: Resultado da placa após incubação com a conversão de resazurina em 
resorufina. 

 

Fonte: Arquivo pessoal, 2020. 

Legenda: Resultado após incubação e a conversão de resazurina em resorufina. Coluna 1 a 4 e 5 a 8 indicam 

locais de testagem de cada composto em quadruplicata. A1 a A4 ; B1 a B4; C1 a C4; D1 a D4; E1 a E4; F1 a 

F4; G1 a G4; H1 a H4; A5 a A8;  B5 a B8; C5 a C8;  D5 a D8;  F5 a F8;  G5 a G8;  H5 a H8; C9 a C12; D9 a 

D12;  E9 a E12; F9 a F12; G9 a G12,  correspondem aos compostos testados em quadruplicata. Cores 

próxima da tonalidade de azul, indica menos conversão e cores mais próximas do rosa, maior conversão. 

Posições A9 a A12 correspondem ao controle positivo, B9 a B12 controle negativo e H9 a H12 branco.  

 

 Os resultados estão apresentados nos Apêndices A e B. 

 Dos 119 compostos sintéticos, 7 (5,8 %) deles inibiram o crescimento bacteriano 

em mais de 70 % (70-96 %) e o composto RR103, com inibição de 88,6 %, foi escolhido 

para proceder nos estudos posteriores. 

 Em relação os compostos naturais, totalizando 68 compostos, 41 (60,29%) inibiram 

o crescimento bacteriano em mais de 70 %, entre eles, 15 (36,58%) compostos 

apresentaram ação inibitória de crescimento acima de 99 %. 

Com esses resultados, foi optado por utilizar o grupo de isolados proveniente da 

alga D. meziessi, já que além do composto isolado AP1, outros isolados desta alga 

obtiveram  resultados favoráveis e semelhantes entre si. 
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 Os outros isolados são AP10, AP12 e AP16 que, em contato com a bactéria, 

apresentaram média de inibição de 85,5 %, 98,8 % e 86,5 % respectivamente, utilizando o 

inóculo WHO K de N.gonorrhoeae. 

 As escolhas de cada um deles estão relacionados às questões de disponibilidade dos 

compostos e pesquisa do próprio laboratório de síntese. 

 

5.3 COMPOSTOS 

 

5.3.1 AP1 

 A substância AP1 apresenta-se como óleo amarelo-alaranjado e foi extraída de uma 

amostra de D. menziessi, com rendimentos que somam 80,5 mg. Possui MM 410,2821 

g/mol. Apresenta Rf 0,3 em CCD eluída com n-hexano e acetato de etila na proporção 8:2 

(v;v), tendo característica apolar. 

 A estrutura do composto AP1 (9’-hidroxisargaquinona) está demonstrada na figura 

17. 

  

Figura 17: Estrutura do composto AP1 (9’-hidroxisargaquinona). 

 

  

 

5.3.2 AP12 

A substância AP12 foi isolada como um óleo amarelo-alaranjado e foi extraída de 

uma amostra de D. menziessi, com rendimento de 18,2 mg. Possui MM 428.2927 g/mol. 

Apresentou Rf 0,2 em CCD eluída com n-hexano e acetato de etila na proporção 7:3 (v/v) 

(mais polar que AP1);  

A estrutura do sargatetrol está demonstrada na figura 18. 

 

 



43 
 

Figura 18: Estrutura do composto AP12 (sargatetraol). 

 

O composto sargatetraol ainda não possui relatos de atividades biológicas, o que 

desperta o interesse na sua investigação biológica. 

 

5.3.3 AP10 

A substância AP10 foi obtida como um óleo vermelho-alaranjado, com rendimento 

de 156,3 mg. Possui MM de 658,91 g/mol. Apresentou-se em Rf 0,4 na CCD em n-hexano 

e acetato de etila (4:6) (mais polar que AP12). 

A estrutura da fucoxantina está demonstrada na figura 19. 

 

Figura 19: Estrutura da substância AP10 (fucoxantina). 

 

. 

5.3.4 AP 16 

 Composto sem identificação até o momento, 2020. 

 

5.3.5 RR103 

 O composto sintético 5-(azidometil)-3-(4-metoxifenil)isoxazol (C11H10N4O2) possui 

MM de 230,22 g/mol e clogP: 3.26. O rendimento global da rota de obtenção do composto 

RR 103 é de 43% 

A estrutura  do 5-(azidometil)-3-(4-metoxifenil)isoxazol está demonstrada na figura 

20. 
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Figura 20: Estrutura do composto RR103 (5-(azidometil)-3-(4-metoxifenil)isoxazol). 

 

 

5.4 CURVA DA DETERMINAÇÃO DA CONCENTRAÇÃO INIBITÓRIA MÍNIMA 

  Após a seleção dos compostos na etapa da triagem, foi realizada a leitura qualitativa 

de cada cepa testada através da leitura observacional de mudança de cor, comparando 

visualmente a intensidade da cor, de azul para rosa; quanto mais próximo do tom de azul 

menor é a atividade metabólica ou menor a quantidade de bactéria viável presente. Quanto 

mais próximo da coloração rosa, maior é a taxa metabólica ou maior a quantidade de 

bactéria viável na reação (poço) (tabela 2). 

  Com isso, após a incubação dos inóculos bacteriano em contato com as diferentes 

concentrações dos compostos, a observação de mudança de cor de um poço para o outro, 

indica a CIM (figura 21).  

 

Figura 21: Placa contendo os inóculos bacteriano (WHO L) em contato com as diferentes 
concentrações dos compostos. 

 

Fonte: Próprio autor, 2020. 

Legenda: A2 a A11 representa os concentrações utilizados do composto AP1; B2 a B11, composto AP10; C2 

a C11, composto AP12; D2 a D11, composto AP16; E2 a E11, composto RR103. A coluna 1 indica o 

Controle positivo (Triton X-100) e a coluna 12 indica o Controle negativo, PBS pH (7,4) . As concentrações 

finais utilizadas na placa são: Coluna 2: 100 mg/L; Coluna 3: 20 mg/L; Coluna 4:  4 mg/L; Coluna 5: 0,8 

mg/L; Coluna 6: 0,16 mg/L; Coluna 7: 0,032 mg/L; Coluna 8: 0,0064 mg/L; Coluna 9: 0,00128 mg/L; Coluna 

10: 0,000256 mg/L e Coluna 11: 0,000512 mg/L. Composto AP1: CIM de 20 mg/L; Composto AP10: CIM de 
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100 mg/L; Composto AP12: CIM de 20 mg/L, Composto AP16: CIM 100 mg/L e composto RR103: 100 

mg/L. 

 

Tabela 2: Resultado da leitura qualitativa da curva da determinação da concentração 
inibitória mínima das diferentes concentrações dos compostos em contato com os inóculos 
bacterianos de cada cepa de N.gonorrhoeae. 

 AP1* AP10* AP12* A16* RR103* 

WHO F 100  100  20  100  100  

WHO G 20  20  4  4 100  

WHO K 20  100  20  100  100  

WHO L 20  100  20  100  100  

WHO M 20  20  20  20  100  

WHO N 100  100  100  100  20  

WHO U 100  >100  20  >100 20  

WHO V 4  4  4  >100 >100  

WHO W 20  20  20  20  >100  

WHO X 20  100  20  20 >100  

WHO Y 20  100  20  20  >100  

WHO Z 100  >100  20  100 >100  
Fonte: Próprio autor, 2020. 

Legenda: Leitura realizada visualmente observando a mudança de cor do azul (baixa conversão da resazurina) 

e rosa (alta conversão de resazurina). *Concentrações (mg/L) referente às diluições finais na placa (Kasvi®) 

de cada composto. Observação de mudança de cor de um poço para o outro, indica a CIM. 

 

Além da leitura qualitativa, foi realizado a leitura quantitativa, estimando a 

porcentagem de crescimento bacteriano de cada cepa em contato com os compostos nas 

diferentes concentrações utilizadas. 

Todas as cepas WHO de N.gonorrhoeae cresceram no controle negativo com 

exceção da ATCC e da WHO P, as quais não apresentaram crescimento satisfatório para a 

realização dos cálculos de viabilidade. Ao total 15 cepas foram testadas, todavia as análises 

dos dados e de leitura só foram possíveis em 13 cepas.  

As cepas WHO O e WHO U apresentaram crescimento reduzido no controle 

negativo, porém foi possível estimar a porcentagem de crescimento. Visto que cada placa 

incubada representa um ensaio completo e as condições de crescimento foram iguais para 

todas as placas, sendo assim, possível realizar a comparação entre os comportamentos das 

outra cepas utilizadas. Portanto, o cálculo da viabilidade bacteriana foram possíveis entre as 

leituras das intensidades da fluorescência do controle negativo e dos inóculos em contato 
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com as concentrações dos compostos, assim validando rodada embora baixa intensidade de  

fluorescência (figura 22). 

 

Figura 22: Placa contendo o inóculo de cepa WHO O de N.gonorrhoeae após incubação em 
estufa de CO2 em contato com a resazurina. 

 

Fonte: Próprio autor, 2020.  

Legenda: Observação de pouca diferença de tonalidade das cores de cada poço. A2 a A11 representa os 

concentrações utilizados do composto AP1; B2 a B11, composto AP10; C2 a C11, composto AP12; D2 a 

D11, composto AP16; E2 a E11, composto RR103. A coluna 1 indica o Controle positivo (Triton X-100) e a 

coluna 12 indica o Controle negativo, PBS pH (7,4). As concentrações finais utilizadas na placa são: Coluna 

2: 100 mg/L; Coluna 3: 20 mg/L; Coluna 4:  4 mg/L; Coluna 5: 0,8 mg/L; Coluna 6: 0,16 mg/L; Coluna 7: 

0,032 mg/L; Coluna 8: 0,0064 mg/L; Coluna 9: 0,00128 mg/L; Coluna 10: 0,000256 mg/L e Coluna 11: 

0,000512 mg/L.  

 

 Nas figuras 23, 24, 25, 26 e 27 estão demonstradas as porcentagens de viabilidade 

de cada cepa de N.gonorrhoeae frente a cada composto.  

No apêndice C, estão demonstradas as porcentagens de crescimento frente a cada 

composto testado. 

 



 

Figura 23: Resultados da viabilidade bacteriana (%) de cada cepa de 
contato com o composto AP1.

Fonte: Próprio autor, 2020. 

 

 

Figura 24: Resultados da viabilidade bacteriana (%) de cada cepa de 
contato com o composto AP10.

Fonte: Próprio autor, 2020. 

 

: Resultados da viabilidade bacteriana (%) de cada cepa de N.gonorrhoeae
contato com o composto AP1. 

: Resultados da viabilidade bacteriana (%) de cada cepa de N.gonorrhoeae
contato com o composto AP10. 
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Figura 25: Resultados da viabilidade bacteriana (%) de cada cepa de 
contato com o composto AP12.

Fonte: Próprio autor, 2020. 

 

Figura 26: Resultados da viabilidade bacteriana (%) de cada cepa de 
contato com o composto AP16.

Fonte: Próprio autor, 2020. 

 

 

: Resultados da viabilidade bacteriana (%) de cada cepa de N.gonorrhoeae
contato com o composto AP12. 

 

: Resultados da viabilidade bacteriana (%) de cada cepa de N.gonorrhoeae
contato com o composto AP16. 
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Figura 27: Resultados da viabilidade bacteriana (%) de cada cepa de 
contato com o composto RR103.

Fonte: Próprio autor, 2020. 

 

Foi possível observar que o composto AP12 obteve a melhor atividade 

antimicrobiana em comparação 

bactérias apresentando uma taxa de crescimento inferior de 30% na concentração de 100 

mg/L em todas as cepas de N.

cepa  WHO W, WHO Y, WHO X e WHO Z. Desconsiderando as cepas WHO O e WHO U 

que obtiveram crescimento menor que as outras cepas, o

com composto AP12 apresenta

composto apresentou capacidade de inibir o crescimento bacteriano em

resultados sugerem que as atividades do AP12 não dependem dos diferentes mecanismos de 

resistência expressos pelas cepas testadas

cada isolado pode estar associada 

lipofilicidade e hidrofilicidade. Isso deve

polaridade possuem afinidades entre si. 

A membrana externa (ME) das bactérias gram

permeabilidade eficaz contra agentes nocivos externos

molécula chave desta função (70)

virulência de N.gonorrhoeae 

A forma contínua formada pelas moléculas de LPS fornecer um ambiente hidrofílico  que 

: Resultados da viabilidade bacteriana (%) de cada cepa de N.gonorrhoeae
contato com o composto RR103. 

Foi possível observar que o composto AP12 obteve a melhor atividade 

antimicrobiana em comparação aos compostos AP1, AP10, AP16 e RR103

bactérias apresentando uma taxa de crescimento inferior de 30% na concentração de 100 

N.gonorrhoeae, até mesmo nas cepas multirresistentes como a 

cepa  WHO W, WHO Y, WHO X e WHO Z. Desconsiderando as cepas WHO O e WHO U 

que obtiveram crescimento menor que as outras cepas, os inóculos bacteriano em contato 

composto AP12 apresentam uma taxa de crescimento abaixo dos 20 %, ou seja, o 

capacidade de inibir o crescimento bacteriano em 

resultados sugerem que as atividades do AP12 não dependem dos diferentes mecanismos de 

resistência expressos pelas cepas testadas. Além do mais, essa diferença de resultado entre 

cada isolado pode estar associada à polaridade da molécula, pois há a relação de 

lipofilicidade e hidrofilicidade. Isso deve-se ao fato que compostos com a mesma 

polaridade possuem afinidades entre si.  

embrana externa (ME) das bactérias gram-negativas, atua como uma barreira de 

contra agentes nocivos externos e o lipopolissacaríd

(70). O LPS é um dos principais fatores que contribuem para a 

 e desempenha vários papéis na patogênese da gonorreia

A forma contínua formada pelas moléculas de LPS fornecer um ambiente hidrofílico  que 
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Foi possível observar que o composto AP12 obteve a melhor atividade 

os compostos AP1, AP10, AP16 e RR103, com as 

bactérias apresentando uma taxa de crescimento inferior de 30% na concentração de 100 

, até mesmo nas cepas multirresistentes como a 

cepa  WHO W, WHO Y, WHO X e WHO Z. Desconsiderando as cepas WHO O e WHO U 

inóculos bacteriano em contato 

a de crescimento abaixo dos 20 %, ou seja, o 

 80 %. Esses 

resultados sugerem que as atividades do AP12 não dependem dos diferentes mecanismos de 

. Além do mais, essa diferença de resultado entre 

há a relação de 

se ao fato que compostos com a mesma 

negativas, atua como uma barreira de 

e o lipopolissacarídeo (LPS) é a 

ores que contribuem para a 

e desempenha vários papéis na patogênese da gonorreia (71). 

A forma contínua formada pelas moléculas de LPS fornecer um ambiente hidrofílico  que 
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oferece uma barreira muito eficaz para compostos hidrofóbicos (72). Dadas essas 

informações, compostos mais hidrofílico possuem maior ação em bactérias gram negativas, 

ou seja, quanto mais polar é o composto, mais facilmente atravessa a membrana bacteriana.  

Porém, além dessas características, o tamanho do composto também influencia no 

transporte para dentro da célula. As porinas são canais de difusão passiva que cobrem a ME 

de bactérias Gram-negativas e Gram-positivas. São permeáveis para pequenos solutos 

polares com limites de exclusão em torno de 600 Da, mas excluem moléculas apolares de 

tamanhos comparáveis (73). 

Os resultados das CIM mostram que os compostos AP1 e AP16 apresentaram 

capacidade de inibir o crescimento das cepas de N.gonorrhoeae na concentração de 100 

mg/L, com exceção da cepa WHO U (figura 24 e 26). 

Ao calcular a tendência linear da cepa WHO F de N.gonorrhoeae em relação a cada 

composto testado e estipular a viabilidade bacteriana utilizando outras concentrações não 

realizadas, observou-se que o composto AP12 é capaz de reduzir a viabilidade bacteriana 

em 100% concentração de 64 mg/L e de 94,8 % na concentração de 32 mg/L. AP1, AP10, 

AP16 e RR103 apresentaram capacidade de reduzir a viabilidade bacteriana na 

concentração de 64 mg/L de 58,5 %, 11,4 %, 26,0 % e 38,4 % respectivamente. Já na 

concentração de 32 mg/L, estipulou-se 32,3 %, 0 %, 4,4 % e 24,5 % respectivamente 

(figura 26). 

Utilizou-se para calcular a tendência linear dos resultados da cepa WHO F de 

N.gonorrhoeae pelo motivo de ser uma cepa com características genéticas do tipo 

selvagem, não possuindo mutações que ocasionam resistências a nenhum tipo de 

antimicrobiano (57). Sendo assim, possibilitando a observação do comportamento frente 

aos potenciais inibidores de crescimento, não possuindo o viés de ter alguma cepa de 

referência possuir mecanismos de resistência que possa causar alteração da porcentagem de 

viabilidade frente aos compostos. 
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Figura 28: Resultado da viabilidade bacteriana (%) em relação a estipulação de diferentes 
concentrações dos compostos testados, utilizando a cepa WHO F de N.gonorrhoeae. 

Fonte: Próprio autor, 2020.  

 

O composto AP12 é mais polar que o composto AP1 e com massa molecular 

semelhante, 428,29 g/mol e 411,29 g/mol respectivamente. Ao analisar a curva da 

determinação da CIM, foi possível observar comportamentos diferentes entre si, mostrando 

uma curva de inibição mais acentuada do composto AP12 na concentração de 20mg/L em 

relação a 100 mg/L (figura 23 e 25). Esse resultado sugere que a diferença entre a 

polaridade pode interferir na permeabilidade da membrana.  

Já o composto AP10 é mais polar que o composto AP12, porém possui maior massa 

molecular (658,91 g/mol) fato que sugere que o tamanho do composto possa interferir na 

sua absorção. 

 O composto sintético RR103 apresentou atividade antimicrobiana limitada, obtendo 

CIM variável dependendo da cepa o qual foi utilizada no ensaio. Na concentração de 100 

mg/L o composto obteve taxa de morte bacteriana entre 14,4 % em contato com a cepa 

WHO X a 76,1 % em contato com a cepa WHO M. Já na concentração de 20 mg/L, o 

composto não apresentou atividade antimicrobiana nas cepas WHO K, WHO X e WHO W, 

obtendo crescimento semelhante com o controle negativo. A cepa WHO N apresentou 

viabilidade de 27% na concentração de 20 mg/L. 

A regra dos cinco de Lipinski determina se um composto químico com uma certa 

atividade farmacológica ou biológica tem propriedades químicas e físicas que tornaria um 
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provável medicamento oralmente ativo em humanos. São utilizados quatro parâmetros 

físico-químicos que estão associados com medidas de permeabilidade, sendo eles: Massa 

molecular < 500 Da, coeficiente de partição octanol/água calculado ≤ 5 (usando o programa 

ClogP), número de átomos doadores de ligação de hidrogênio ≤ 5 (soma dos átomos O-H e 

N-H) e número de átomos aceptores de ligação de hidrogênio ≤ 10 (soma dos átomos O e 

N). Lipinski sugeriu que compostos que apresentem dois ou mais parâmetros com valores 

fora destas faixas de corte têm grande chance de serem pouco permeáveis (74). O composto 

AP12 possui massa molecular menor que 500 Da e 4 ligações de hidrogênio tanto aceptoras 

quanto receptoras. Portanto com esses dados, este composto apresenta características que o 

tornam um possível medicamento por VO, favorecendo o seu acesso e uso para a 

população. 

 Em 2006, Silva e colaboradores (75) utilizando o método de diluição em ágar 

avaliou o efeito antimicrobiano do extrato de Terminalia macropteral, uma planta nativa 

africana utilizada para tratar a gonorreia, contra nove cepas referências de N.gonorrhoeae, 

incluindo cepas resistentes à penicilina e à tetraciclina. Foi demonstrado que o extrato das 

folhas possui atividade antimicrobiana contra todas as cepas e as CIM entre 100 mg/L e 

200 mg/L e após a utilização do método de partição líquido-líquido para dividir o extrato de 

T. macropteral em cinco frações, foi demonstrado que todas as frações apresentaram 

atividade antimicrobiana e a mais ativa foi identificada com aquela que contém a ligação 

éter dietílico, apresentando valores de CIM entre 25 mg/L e 50 mg/L contra todas as cepas. 

Por tratar-se de uma fração, a concentração dos compostos presentes e a porcentagem não 

são conhecidos, podendo conter baixas concentrações de cada isolado. Sabendo disso, 

estudos de cada componente isolado são necessários, pois avaliam se há sinergismo ou 

antagonismo entres os componentes da fração e se há um isolado com maior potencial, 

além de fornecer dados de rendimento de cada componente da fração que são avaliados na 

fase pré-clínica do desenvolvimento de um novo medicamento (76). 

No estudo de Shokeen e colaboradores (25), que avaliou estudos preliminares sobre 

a atividade extratos de Ocimum sanctum, Drynaria quercifolia e Annonas quamosa contra 

N.gonorrhoeae, foi utilizada a metodologia de disco difusão em que foram impregnados 

com a concentração de 1000 µg/disco, exceto os extratos de sementes de A. squamosa, que 

estavam em forma de óleo, dos quais 10 µL foram usados por disco. Além disso o teste foi 

feito com discos de outros antibióticos. A inibição percentual de N.gonorrhoeae pelos 

extratos foi calculada considerando a inibição de cada uma com penicilina (0,5 UI) e CIP (1 

µg) como 100% e depois foi calculada a inibição percentual correspondente pelos extratos. 
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Com as porcentagens de inibição, feita a partir da comparação entre os halos de inibição, 

foi feita uma separação em resistente (sem inibição de crescimento), menos sensível (1% a 

50% de inibição), sensível (51% a 99% de inibição) e altamente sensível (maior ou igual a 

100% de inibição). Nesse estudo, todas as seis cepas  WHO testadas eram sensíveis aos 

extratos de todas as três plantas. Os extratos dessas três plantas mostraram alta inibição de 

cepas de N.gonorrhoeae WHO e de isolados clínicos, mais ainda com cepas de 

N.gonorrhoeae multirresistentes. 

 No presente estudo, utilizando a classificação usada pelo Skokeen e colaboradores 

(25), algumas cepas de N.gonorrhoeae seriam consideradas sensíveis e somente WHO U 

seria considerada menos sensível na concentração de 20 mg/L e todas sensíveis com a 

concentração 100 mg/L. Porém esse estudo foi feito com extratos em uma concentração 10 

vezes maior que a maior concentração utilizada na curva determinação da concentração 

inibitória mínima. Isso deve ser considerado, pois um extrato, assim como uma fração, 

possui mais de um composto e em concentrações variáveis.  

Atendo a isso, no trabalho publicado pelo mesmo autor, em 2008, foi demonstrado 

que o composto isolado extraído das folhas de Ocimum sanctum, eugenol (164,21 g/mol), é 

um antisséptico natural obtendo uma concentração inibitória mínima entre 85 mg/L e 256 

mg/L.  Em vista de sua eficácia, o eugenol foi considerado uma molécula potencialmente 

adequada a ser avaliada clinicamente em resposta a isolados resistentes emergentes de 

N.gonorrhoeae. (77). 

No Canadá, Ruddock e colaboradores (78) avaliaram a atividade antimicrobiana de 

19 produtos naturais derivados do alho e mais cinco extratos aquosos em diferentes tempos 

de extração contra a cepa WHO V de N.gonorrhoeae. Foi utilizada a metodologia de 

microdiluição nas concentrações entre 0,1 e 100 mg/mL e avaliou-se a concentração de 

alicina (alil-2-propenotiosulfinato), constituinte primário associado à atividade 

antimicrobiana. A CIM foi determinada por leitura de densidade óptica na absorção de 595 

nm.  O melhor extrato avaliado apresentou CIM de 0,1 mg/mL, todavia o estudo adverte 

que há divergência do nível de alicina entre os produtos naturais. Além disso, no estudo, 

por tratar-se de extratos, a comparação com outros estudos referentes a produtos derivados 

do alho foi dificultada e os autores sugerem que o nível de alicina interfere na atividade 

antimicrobiana. Diferente do estudo de Shokeen (25) ,não houve critérios de nível de 

resistência e somente foi avaliada a inibição completa de crescimento, isso deve-se às 

metodologias utilizadas nos estudos e a forma de avaliação através dos controles. Na 

metodologia de disco difusão há a possibilidade de avaliar na mesma placa de petri 
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diferentes compostos simultaneamente, e também há disponível no mercado discos em 

concentrações padronizadas de antimicrobianos utilizados atualmente. Já na metodologia de 

microdiluição, a quantidade de crescimento nos poços ou tubos contendo o antimicrobiano 

deve ser comparada com a quantidade de crescimento nos poços ou tubos de controle de 

crescimento (sem antimicrobiano) usada em cada conjunto de testes ao determinar os 

pontos finais de crescimento (79). É uma técnica sensível, de alto rendimento, na qual 

possibilita a análise de pequenas amostras sendo esta uma das principais vantagens da sua 

utilização quando se refere a amostras vegetais (80). Mesmo que existam alguns 

inconvenientes, tais como precipitação de compostos presentes em alguns extratos e a 

coloração do extrato em concentração alta que poderão interferir na análise, essa técnica é a 

mais adequada (80). 

No mesmo ano de 2005, o mesmo grupo de pesquisadores da Universidade de 

Ottawa avaliaram in vitro a atividade antimicrobiana do peptídeo sintético HE2α, baseado 

da sequência terminal C da proteína HE2α (81). Essa proteína é expressa 

predominantemente no trato reprodutor masculino, sítio primário da infecção de 

N.gonorrhoeae. Utilizou-se a metodologia de tempo e dose dependente com 6 cepas de 

N.gonorrhoeae nas concentrações de 100 mg/L, 50 mg/L, 25 mg/L e 12,5 mg/L e tempo de 

incubação de 5, 10, 15, 30 e 60 minutos. Após cada tempo de incubação, a referente 

concentração foi plaqueada, utilizando uma alíquota, em placa de ágar e incubou-se 

novamente por mais 24 horas e após realizada a contagem de colônias. A CIM foi entre 25 

e 100 g/L e em 12,5 mg/L não houve atividade. Apesar do nosso estudo não apresentar 

dados sobre o tempo e dose dependente, a CIM desse composto isolado está comparável 

com o composto AP12 que obteve CIM entre 20 e 100mg/L. 

Outro estudo de Ruddock e colaboradores (82), avaliou a atividade antimicrobiana 

de flavanoides derivados de extratos de 19 plantas da Colômbia, dos quais são utilizados na 

cultura local para infecção cutânea. A metodologia foi por disco difusão e 71% dos extratos 

apresentaram atividade antimicrobiana, em particular o extrato de Piper lanceaefolium em 

que após a comprovação a atividade do seu extrato, foram isolados compostos: 5,7-

dihidroxiflavanona (pinocembrina) e  2'-4'-6'-trihidroxicalcona (calconapinocembrina). 

Pinocembrina e calconapinocembriana apresentaram 100% de inibição de crescimento na 

concentração de 64 mg/L e 128 mg/L respectivamente. Esse estudo evidencia que a 

diversidade de metabólitos secundários achados nas plantas naturais representa uma fonte 

alternativa de recursos de potencial antimicrobiano, assim como na caso do composto AP1 

e derivados. 
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Jacobsson e colaboradores (22), investigaram as atividades in vitro das novas 

moditromicina dos bicicletólidos (EDP-420, EP-013420, S-013420) e EDP-322 contra as 

cepas de N.gonorrhoeae e comparadas com antimicrobianos recomendados para o 

tratamento da gonorreia utilizando a metodologia de ágar diluição e Etest. A faixa de CIM 

de moditromicina e EDP-322 foram 0,004 - 256 mg/L e 0,008-16 mg/L, respectivamente. 

As atividades de moditromicina e EDP-322 foram principalmente superiores às da AZT e 

de antimicrobianos adicionais investigados, porém também foi observado uma resistência 

cruzada com cepas resistentes à AZT. 

Recentemente foi demonstrado que a solitromicina, primeiro fluorocetolídeo, possui 

atividade bactericida contra cepas resistentes de N.gonorrhoeae, incluindo outros 

microorganismos (Staphylococcus Aureus, Listeria Monocytogenes e Legionella 

Pneumophila) (83), devido ao alto acúmulo intracelular, e está bem distribuída nos tecidos 

extracelulares. Também é bem absorvida por VO, com altos níveis plasmáticos e 

distribuição tecidual, possui longo efeito pós-antimicrobiano e propriedades anti-

inflamatórias e parece segura e bem tolerada em altas doses (dose única de 1,6 g) (84). 

Além disso, possui melhor atividade e estabilidade em meio ácido em comparação com a 

AZT (48). No estudo de Fase II, Hook e colaboradores (49) comprovou que a solitromicina 

VO em dose única, em doses de 1000 mg e 1200 mg, foi 100% eficaz no tratamento da 

gonorreia comprovada por cultura nos locais genital, oral e retal da infecção e foi 

considerado um novo agente promissor para o tratamento da gonorreia. Porém no estudo de 

Fase III, onde há um número maior de participantes (n=261), a solitromicina em dose única 

de 1000 mg não foi uma alternativa adequada à CRO mais AZT como tratamento de 

primeira linha para gonorreia. Isso deve-se a um maior percentual de pacientes que 

relataram efeitos adversos gastrointestinais e taxas de cura inferiores ao tratamento atual. A 

possível causa relatada é que a duração insuficiente da exposição à solitromicina no local 

da infecção em um subconjunto de indivíduos foi o motivo das falhas no tratamento, o qual 

pode ser tratado adequadamente com o ajuste da dose. No entanto, quaisquer outros ensaios 

com doses mais longas precisam considerar o risco potencial de efeitos gastrointestinais e 

elevação das enzimas hepáticas (51).  

Em resposta a esse trabalho, Fernandes e Craft (85) fizeram algumas considerações 

em relação a metodologia do estudo. Primeiro é em relação a comparação entre um 

monoterapia de dose única com um novo macrolídeo, solitromicina, com a combinação de 

duas drogas o qual um deles também é um macrolídeo. Outro ponto é a população de 

estudo o qual o maioria eram HSH (94%) onde não foi realizada o controle dos parceiros, 
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isso fornece margem para não ter certezas de foram falhas de tratamento ou reinfecção. 

Além disso, 11 (8%) dos pacientes do grupo da solitromicina vivem com HIV e esse 

medicamento é metabolizada pela CYP3A4, enzima que também é induzida pelo ritonavir. 

Com isso, a possibilidade da interferência em relação a biodisponibilidade é maior. A AZT 

também é metabolizada pela mesma enzima, porém há a CRO que garante a proteção 

contra a infecção gonocócica (85). 

O Zolifladacino é um medicamento bactericida com baixa frequência de resistência 

e potente atividade antibacteriana contra N.gonorrhoeae, incluindo cepas multirresistentes 

(CIM variando de ≤0,002 a 0,25 mg/L) (27), que no estudo de Fase Clínica II obteve 97% 

de sucesso no tratamento em infecções urogenital, mas infecções na faringe não está 

estabelecido (86). Solitromicina obteve 100% de taxa de cura na fase clínica II (cultura 

negativa – Urogenital, orofaringe e reto) (49). Foerster e colaboradores (87) afirmaram que 

o zoliflodacino sozinho ou em combinação com antimicrobianos terapêuticos para 

infecções sexualmente transmissíveis, mata rapidamente os gonococos. O zoliflodacino 

permanece promissor para a monoterapia oral para gonorreia e como parte da terapia 

antimicrobiana dupla com baixo potencial de emergência de resistência. Um estudo de Fase 

III para avaliar a eficácia e a segurança do zoliflodacino no tratamento da gonorreia não 

complicada foi realizado em  2019. 
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6. CONCLUSÃO 

  Com base nos resultados obtidos neste trabalho, pode-se concluir que: 

 

 Dos 68 compostos naturais, 41 (60,29%) inibiram o crescimento bacteriano em mais 

de 70 %, entre eles, os compostos derivados da alga D. menziessi AP1, AP10, AP12 e 

AP16, com inibição de crescimento bacteriano de 91,1%, 85,5%, 98,8% e 86,5% 

respectivamente. 

 O composto natural AP12 apresentou a CIM de 100 mg/L para todas as cepas de 

referência de N.gonorrhoeae utilizadas. 

 O composto sintético RR103 apresentou taxa variável de morte bacteriana frente às 

cepas de N.gonorrhoeae. Na concentração de 100 mg/L o composto obteve taxa de morte 

bacteriana de 14,4 % em contato com a cepa WHO X e de 76,1 % em contato com a cepa 

WHO M. Já na concentração de 20 mg/L, o composto não apresentou atividade 

antimicrobiana nas cepas WHO K, WHO X e WHO W, obtendo leituras de intensidade de 

fluorescência semelhantes com o controle negativo. A cepa WHO N apresentou a menor 

viabilidade na concentração de 20 mg/L, sendo de 27 %. 

 A utilização do painel de 15 cepas de referência de N.gonorrhoeae permitiu a 

observação do comportamento de cada uma delas. Algumas cepas mais sensíveis as 

variações intra-ensaios apresentaram pouco crescimento no caldo GW (WHO O e WHO 

U). 

 A tendência linear permitiu estipular a viabilidade bacteriana da cepa WHO F  de 

N.gonorrhoeae em relação a cada composto e concentrações não realizadas, sugerindo que 

o composto AP12 é capaz de inibir a viabilidade bacteriana em 100% na concentração de 

64 mg/L e de 94,8 % na concentração de 32 mg/L.  

 O composto natural AP12 mostrou-se ser um potencial candidato para futuros 

estudos de desenvolvimento de novos medicamentos, por demonstrar sua atividade sem 

depender dos diferentes mecanismos de resistência expressos pelas diferentes cepas 

testadas, além de possuir características químicas que possibilitam a ser um composto por 

via oral, favorecendo o seu acesso e uso para a população. 
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APÊNDICE A:  Informações dos compostos sintéticos e porcentagem de crescimento 
de cada leitura utilizando o cepa WHO K de N. gonorrhoeae, após incubação a 35±1 
°C em atmosfera úmida com 5% de CO2 por 6 horas em contato com o caldo GW e 

mais 1 horas de incubação em contato com a resazurina. 
(continua) 

Código PM (g 
mol-1) 

Massa 
(mg) 

DMSO (µL) 
para 

estoque de 
10mg/mL 

% 
Cresc. 1ª 
Leitura 

% 
Cresc. 2ª 
Leitura 

% 
Cresc. 3ª 
Leitura 

Média Desvio 
padrão 

SRL101 358,41 2,24 224 32,9 9,5 20,4 23,9 9,6 

SRL102 378,83 2,5 250 39,3 35,1 44,4 39,5 3,8 

SRL103 362,38 2,19 219 29,5 43,6 17,5 30,0 10,7 

SRL104 389,38 2,29 229 22,8 16,7 38,6 25,2 9,2 

SRL105 282,32 3,4 340 7 5,9 5,5 6,4 0,6 

SRL106 388,84 2,44 244 90,5 102,1 82,4 91,4 8,1 

SRL107 408,86 2,33 233 96 100,2 71,8 91,0 12,5 

SRL108 392,4 3,12 312 12,3 10,7 6,7 10,5 2,4 

SRL109 372,4 2,59 259 12,9 48,9 40,9 28,9 15,4 

SRL110 403,37 2,52 252 24 11,8 12,5 18,1 5,6 

SRL111 376,36 1,99 199 42 35,1 37,7 39,2 2,8 

SRL112 392,81 2,8 280 37,8 51 30,9 39,4 8,3 

SRL113 328,38 2,09 209 54,6 101,6 48,6 64,9 23,7 

SRL114 359,37 3,17 317 99,9 102,5 85 96,8 7,7 

SRL117 419,4 1,91 191 113,1 102,4 46,5 93,8 29,2 

SRL118 373,38 2,03 203 41 105,6 19,4 51,8 36,6 

SRL119 404,35 1,14 114 50,7 110,3 46,3 64,5 29,2 

SRL120 377,35 1,4 140 68,2 107,6 48 73,0 24,7 

SRL121 393,8 1,05 105 71,5 103,1 53,3 74,9 20,6 

RR101 175,06 3,29 329 71,8 93,4 44,5 70,4 20,0 

RR102 205,07 2,36 236 39,5 87,3 30,5 49,2 24,9 

RR103 230,22 3,76 376 17,1 9,2 2,2 11,4 6,1 

RR104 251,18 2,34 234 91,3 99,5 18,3 75,1 36,5 

RR106 189,17 1,38 138 88,3 102,4 31,4 77,6 30,7 

RR108 281,31 2,44 244 73 108,3 47,6 75,5 24,9 

RR109 311,33 2,67 267 82,5 108,2 13 71,6 40,2 

RR111 296,28 2,3 230 71,6 95,1 58,5 74,2 15,1 

RR112 193,17 2,24 224 72,4 92,6 15 63,1 32,9 

RR113 269,27 2,05 205 86,5 92,9 10,5 69,1 37,4 

RR114 235,24 6,77 677 67,9 87,8 5,5 57,3 35,1 

RR115 219,19 2,08 208 57,2 84 48,3 61,7 15,2 

RR116A 505,47 2,44 244 79,7 102,7 44,4 76,6 24,0 

RR116B 337,32 2,76 276 86 91,6 22,7 71,6 31,2 

RR117A 549,48 2,26 226 79,6 87,3 17,7 66,1 31,2 

RR117B 381,33 2,29 229 78,1 89,9 27,8 68,5 26,9 

RR118 295,29 1,36 136 74,3 98,9 9,4 64,2 37,8 

RR119 337,32 1,1 110 87,4 95,3 5,1 68,8 40,8 

RR120 278,3 2,62 262 71,6 73,7  72,7 72,0 0,5 
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APÊNDICE A: Informações dos compostos sintéticos e porcentagem de crescimento 
de cada leitura utilizando o cepa WHO K de N. gonorrhoeae, , após incubação a 35±1 
°C em atmosfera úmida com 5% de CO2 por 6 horas em contato com o caldo GW e 

mais 1 horas de incubação em contato com a resazurina. 
(continua) 

Código PM (g 
mol-1) 

Massa 
(mg) 

DMSO (µL) 
para estoque 
de 10mg/mL 

% 
Cresc. 1ª 
Leitura 

% 
Cresc. 2ª 
Leitura 

% 
Cresc. 3ª 
Leitura 

Média Desvio 
padrão 

RR121 336,38 1,1 110 104,9  78,7 72,2 94,0 16,4 

RR122 279,29 2,07 207 90,6 57,3  51,3 77,5 19,7 

RR123 280,27 2,34 234 78 45,5  45,5 67,2 16,3 

RR124 313,73 2,19 219 76,6  39,8 42,8 65,3 16,9 

RR125 221,25 2,06 206 92,8  57,7 60,3 82,0 16,3 

AL61 286,29 2,3 230 73 28,9 80,4 63,8 22,7 

Al62 347,37 2,12 212 96,8 150,1 100,1 111,0 24,4 

LM10 362,38 2,45 245 94,1 93,8 99,7 95,4 2,7 

LM13 362,38 2,32 232 95,8 134 99,5 106,3 17,2 

LM14 332,36 2,25 225 97 141,6 100 108,9 20,4 

LM20 346,38 2,44 244 99,9 135,9 102,1 109,5 16,5 

LM21 374,44 2,19 219 94 98,2 102,8 97,3 3,6 

LM22 362,38 2,66 266 103,5 115,9 103,3 106,6 5,9 

LM23 392,41 2,2 220 98,8 96,2 108,1 100,5 5,1 

LM24 376,41 2,36 236 98,2 106,9 102,4 101,4 3,6 

LM25 360,41 2,61 261 95,3 86,3 96,9 93,5 4,7 

LM26 416,35 2,36 236 93,2 144,4 100,2 107,8 22,7 

LM31 377,35 2,33 233 90,4 147,7 97,5 106,5 25,5 

LM32 350,35 2,29 229 99,6 108,5 96,8 101,1 5,0 

LM35 375,42 2,26 226 103,1 108,6 99,1 103,5 3,9 

LM36 412,44 2,1 210 104,8 128,4 108,6 111,7 10,3 

LM37 402,49 2,52 252 99,1 108,1 103,6 102,5 3,7 

LM47 616,57 2,02 202 96,6 96,1 94,5 96,0 0,9 

LM59 316,31 2,34 234 64,3 48,5 71,3 62,1 9,5 

LM60 392,41 2,1 210 100,9 100,9 98,1 100,2 1,3 

LM61 392,41 2,16 216 100,6 105,9 97,6 101,2 3,4 

LM62 362,38 2,14 214 104 54,9 58,5  87,6 24,6 

LM63 376,41 2,02 202 101,8 113 110,8 106,9 4,8 

LM64 404,46 2,2 220 97,9 76,3 96,7 92,2 9,9 

LM65 392,41 2,2 220 102,6 92,7 95,7 98,4 4,1 

LM66 422,43 2,17 217 104,2 75,3 95,5 94,8 12,1 

LM69 406,43 2,19 219 100,9 94,5 98,3 98,7 2,6 

LM70 390,44 2,16 216 106,6 107,7 99,1 105,0 3,8 

LM71 446,39 2,37 237 106,4 105,7 100,1 104,7 2,8 

LM72 407,38 2,2 220 107 119,5 102,7 109,1 7,1 

LM73 380,37 2,6 260 101,5 107,6 104,7 103,8 2,5 

LM74 442,47 2,05 205 103,3 104,2 101,3 103,0 1,2 

LM75 432,51 2,21 221 96,2 106,4 96,8 98,9 4,7 

LM79 377,4 1,08 108 98,3 71 91,3 89,7 11,6 
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APÊNDICE A: Informações dos compostos sintéticos e porcentagem de crescimento 
de cada leitura utilizando o cepa WHO K de N. gonorrhoeae, , após incubação a 35±1 
°C em atmosfera úmida com 5% de CO2 por 6 horas em contato com o caldo GW e 

mais 1 horas de incubação em contato com a resazurina. 
(continua) 

Código PM (g 
mol-1) 

Massa 
(mg) 

DMSO (µL) 
para estoque 
de 10mg/mL 

% 
Cresc. 1ª 
Leitura 

% 
Cresc. 2ª 
Leitura 

% 
Cresc. 3ª 
Leitura 

Média Desvio 
padrão 

LM80 405,45 2,19 219 100,8 74,5 97,4 93,4 11,7 

LM81 646,6 2,29 229 101,5 85 88,9 94,2 7,0 

LM203 256,26 1,05 105 73,6 78,5 94,7 80,1 9,0 

LM204 332,36 0,5 50 84,3 116,3 97,2 95,5 13,1 

LM205 332,36 2 200 83,3 81,1 99,6 86,8 8,3 

LM206 302,33 1,5 150 94,6 103,9 98,1 97,8 3,8 

LM207 316,36 2,28 228 79,8 105,9 96,6 90,5 10,8 

LM208 344,41 2,15 215 102,8 100,5 97,4 100,9 2,2 

LM209 332,36 2,23 223  97,5 100,1 99,1 99,6 0,5 

LM210 362,38 2,4 240  65,1 61,2 61,2  61,2 0,0 

LM215 300,27 1,52 152 74,4 80,2 109,7 84,7 15,5 

LM216 376,37 2,12 212 97,4 79,5 105,6 95,0 10,9 

LM217 376,37 1,27 127 95,1 83,8 98,4 93,1 6,3 

LM218 430,34 2,22 222 97 87,4 98 94,9 4,8 

LM219 391,34 0,4 40 96,4 67 93,6 88,4 13,2 

LM220 346,38 2,08 208 102,3 67,3 92,8 91,2 14,8 

LM221 330,38 2,01 201 94,3 86,1 94,1 92,2 3,8 

LM222 386,33 2,22 222 106,7 90,9 95,1 99,9 6,7 

LM223 347,33 2,32 232 101,9 108,4 106,4 104,7 2,7 

LM224 320,32 2,5 250 99,5 100,5 105,7 101,3 2,7 

LM225 372,46 2,21 221 99,2 87,1 99,3 96,2 5,7 

LM232 382,41 2,28 228 97,1 96,3 100 97,6 1,6 

LM233 345,4 2,5 250 93,9 87,6 95,8 92,8 3,5 

LM234 586,55 1,5 150 103,8 81,9 88,9 94,6 9,1 

LM235 317,34 0,6 60 106,2 91,4 90,3 98,5 7,2 

LM241 346,34 2,26 226 104,1 105,6 96,7 102,6 3,9 

LM242 360,37 2,09 209 98,9 102,7 97,2 99,4 2,3 

LM243 388,42 2,16 216 97,4 96,2 93,7 96,2 1,5 

LM244 376,37 2,01 201 64,8 92 90,8 78,1 12,5 

LM245 406,39 1,42 142 102,4 88,9 87,5 95,3 6,7 

LM246 390,39 2,33 233 104,1 92,8 87,3 97,1 7,0 

LM247 374,39 1,03 103 106,8 93,6   89,7 106,8 0,0 

LM248 416,47 2,26 226 63 135,4 110,8 93,1 30,1 

LM249 426,42 0,96 96 41,8 136,3 106,9 81,7 39,5 

LM251 364,33 2,08 208 52,9 147,6 102,2 88,9 38,7 

LM252 389,41 1,89 189 125,5 144,3 97,7 123,3 19,1 

LM253 361,36 1,23 123 85 156,1 101,9 107,0 30,3 

LM254 630,56 1,93 193 84,4 142 98,2 102,3 24,6 
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APÊNDICE A: Informações dos compostos sintéticos e porcentagem de crescimento 
de cada leitura utilizando o cepa WHO K de N. gonorrhoeae, , após incubação a 35±1 
°C em atmosfera úmida com 5% de CO2 por 6 horas em contato com o caldo GW e 

mais 1 horas de incubação em contato com a resazurina. 
(conclusão) 

Código PM (g 
mol-1) 

Massa 
(mg) 

DMSO (µL) 
para estoque 
de 10mg/mL 

% 
Cresc. 1ª 
Leitura 

% 
Cresc. 2ª 
Leitura 

% 
Cresc. 3ª 
Leitura 

Média Desvio 
padrão 

LD68B 462,41 2,24 224 58,4 126,1 102,4 86,3 28,0 

         

LD27B 418,4 2,05 205 11,8 99,4 104,8 57,0 42,6 

LD25B 434,4 2,03 203 12,6 103,9 107,5 59,2 43,9 

LM26B 478,17 2,26 226 8,9 90,7 99,4 52,0 40,8 
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APÊNDICE B: Informações dos compostos naturais e porcentagem de crescimento de 
cada leitura utilizando o cepa WHO K de N. gonorrhoeae, após incubação a 35±1 °C 

em atmosfera úmida com 5% de CO2 por 6 horas em contato com o caldo GW e mais 
1 horas de incubação em contato com a resazurina. 

(continua) 
Código PM (g 

mol-1) 
Massa 
(mg) 

DMSO 
(µL) para 
estoque de 
10mg/mL 

% 
Cresc. 

1ª 
Leitura 

% 
Cresc. 

2ª 
Leitura 

% 
Cresc. 

3ª 
Leitura 

Média Desvio 
padrão 

DI1 - 15,8 1580 94,6 109,1 94,9 98,3 6,8 

DP7 - 5,44 544 0,7 58,4 0,5 15,1 27,2 

DP8 - 3,95 395 0,6 29,5 0,4 7,8 13,7 

DP9 - 8,69 869 5,2 11,5 1,5 5,9 4,1 

D1 - 7,88 788 4,8 6,6 0,2 4,1 2,7 

D2 - 12,5 1250 15,1 49 61,9 35,3 19,7 

D3 - 8,3 830 3,5 49,2 24,7 20,2 18,7 

D4 - 4,39 439 7,1 42,1 59,8 29,0 21,9 

D5 - 2,56 256 22,9 57,3 71,8 43,7 20,5 

DD1 - 7,2 720 28 107,6 95,6 64,8 35,0 

DD2 - 4,23 423 63,1 67,9 5,3 49,9 28,4 

DD3 - 4,89 489 13,9 36,2  30,6  13,9 0,0 

DD4 - 4,61 461 89,1 52,2 101,4 83,0 20,9 

DD5 - 5,6 560 83,3 59,2 99,4 81,3 16,5 

GE1 252,14 4,21 421 -0,2 -0,3 0 -0,2 0,1 

GE2 208,11 5,9 590 -0,5 -0,3 -0,3 -0,4 0,1 

JA1 426,6 2,58 258 0,1 0 -0,3 0,0 0,2 

LCT3 443,95 1,5 150 91,2 77,4 96,3 89,0 8,0 

LICA - 24,9 2490 0 1 0,4 0,4 0,4 

DJ1 - 7,44 744 0,5 2,7 3,9 1,9 1,4 

DJ2 - 17,01 1701 44,1 23 76,1 46,8 21,8 

DJ3 - 10,97 1097 61,6 39 81,4 60,9 17,3 

DJ4 - 11,82 1182 51,3 39,7 61,7 51,0 9,0 

DJ5 - 8,04 804 60,4 37,8 75,4 58,5 15,5 

DJ6 - 8,21 821 43,8 27,6 64,4 44,9 15,1 

DJ7 - 5,46 546 59,4 24,2 67,2 52,6 18,7 

DJ8 - 5,96 596 28,5 12,2 32,3 25,4 8,7 

DJ9 - 7,37 737 68,1 45,3 71,5 63,3 11,6 

DJ10 - 5,21 521 70,8 42 84,9 67,1 17,9 

DP1 - 18,46 1846 33,9 19 43,6 32,6 10,1 

DP2/4 - 8,41 841 27,9 14,7 62,1 33,2 20,0 

DP3 - 9,52 952 -0,2 0,8 0,5 0,2 0,4 

DP5 - 5,02 502 2 2,6 1,6 2,1 0,4 

DP6 - 4,16 416 0,4 0,6 0,8 0,6 0,2 

AP1 411,29 4,2 420 5,2 0 25 8,9 10,8 

AP2  412,37 2,8 280 98,54 95,24 96,16 97,1 1,4 

AP10 658,42 2,5 250 11,66 19,1 15,65 14,5 3,0 

AP12 428,29 2,6 260 1,67 1,6 0 1,2 0,8 
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APÊNDICE B: Informações dos compostos naturais e porcentagem de crescimento de 
cada leitura utilizando o cepa WHO K de N. gonorrhoeae, após incubação a 35±1 °C 

em atmosfera úmida com 5% de CO2 por 6 horas em contato com o caldo GW e mais 
1 horas de incubação em contato com a resazurina. 

(conclusão) 
Código PM (g 

mol-1) 
Massa 
(mg) 

DMSO 
(µL) para 
estoque de 
10mg/mL 

% 
Cresc. 

1ª 
Leitura 

% 
Cresc. 

2ª 
Leitura 

% 
Cresc. 

3ª 
Leitura 

Média Desvio 
padrão 

AP16 424,4 2,8 280 18,08 16,97 1,03 13,5 7,8 

AP18 196,1 2,5 250 97,52 95,77 59,54 87,6 17,5 

AP24 456,28 2,5 250 58,22 69,37 17,31 50,8 22,4 

AP27  - 19 1900 7,4 1,4 20,8 9,3 8,1 

AP39 - 8,2 820 4,5 0 20 7,3 8,6 

AP47  - 18,1 1810 1 -0,4 4,6 1,6 2,1 

ADMPP  - 9,1 910 2,3 0 8,8 3,4 3,7 

ADMPP3  - 7,3 730 2,3 -0,3 43,7 12,0 20,2 

ADMPP4  - 4,1 410 -0,3 -0,5 6,2 1,3 3,1 

ADMPP5  - 4,6 460 -0,4 -0,4 -0,2 -0,4 0,1 

ADMPP6  - 5,3 530 -0,5 -0,1 0,1 -0,3 0,2 

ADMPP7  - 10,5 1050 -0,1 -0,7 3 0,5 1,6 

A4 - 3,8 380 0,4 0,1 0,5 0,4 0,2 

A6 - 2,4 240 0 -0,5 0,1 -0,1 0,3 

A7-12 - 11,1 1110 22,4 44,5 82,8 43,0 25,0 

A16 - 7,2 720 38,4 90 84,2 62,8 23,1 

A17 - 5,3 530 68,8 83,1 63,2 71,0 8,4 

M3 - 2 200 0,3 -0,2 0,1 0,1 0,2 

F11 397,98 2 200 9,6 3,5 100,5 30,8 44,4 

AAM  - 4,9 490 92,2 58,5 95,5 84,6 16,7 

ADA  - 15,7 1570 2,5 0,4 18,2 5,9 7,9 

APD - 8,6 860 31,9 17,3 22,7 26,0 6,0 

ADMHM  - 11,7 1170 0,8 -0,2 14,4 4,0 6,7 

ADMIE  - 4 400 0,8 1,6 0,5 0,9 0,5 

LCT1 427,95 7,9 790 1,6 0,5 0,2 1,0 0,6 

LCT2 443,95 4,5 450 6,2 0,4 1 3,5 2,6 

LDAC7 414,6 7,8 780 1,5 10,7 0,8 3,6 4,5 

LDT2 413,97 2 200 1,6 35,3 4,7 10,8 15,2 

AC2 304,24 4,62 462 2,6 21,8 3,1 7,5 8,9 
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ANEXO A - Perfil de sensibilidade e resistência das cepas de referência WHO de N.gonorrhoeae (n=14) 

 

Fonte: Adaptado de Unemo et al., 2016 
Legenda: S, sensível; I, resistência intermediária; R, resistente; BNR, baixo nível de resistência; ANR, alto nível de resistência. 
ªFenótipo de resistência baseado na CIM (mg/L). 

 

 

 

 

 

Características WHO F WHO G WHO K WHO L WHO M WHO N WHO O WHO P WHO U WHO V WHO W WHO X WHO Y WHO Z 

β-Lactamase - - - - Pos Pos Pos - - Pos - - - - 

Penicilina G (0,032 – >32)ª S (0,032) I (0,5)  2  2  ≥32  ≥32  ≥32 I (0.25) I (0,125)  >32  4  4 I (1)  2 

Ampicilina (0,032 – >256)ª 0,032 0,25 2 2   8 4 24 0,064 0,125  >256 2 2 0,5  2 

Temocilina (0,064 – 32)ª 0,064 1 16 4 1 1 4 1 0,5 4 8 32 8 8 

Cefuroxima(0,032–  16)ª 0.064 0,5 16 8 0,5 0,25 1 0,125 0,032 1 8 8 8 8 

Cefixima (<0,016 – 4)ª S (<0,016) S (<0,016) BNR (0,25) S (0,125) S (<0,016) S (<0,016) S (0,016) S (<0,016) S (<0,016) S (<0,016) BNR (0,25) ANR (4) ANR (2) HRL(2) 

Ceftriaxona (<0.002 – 2)ª S (<0,002) S (0,008) S (0,064) BNR (0,25) S (0,016) S (0,004) S (0,032) S (0,004) S (0,004) S (0,064) S (0,064) ANR (2) ANR (1) BNR (0,5) 

Ertapenem (0,004 – 0,125)ª 0,004 0,008 0,125 0,032 0,016 0,008 0,032 0,008 0,004 0,0125 0,064 0,064 0,008 0,032 

Eritromicina (0,5 – >256)ª 0,5 1 1 2 1 0,5 1 4 >256 >256 2 2 2 4 

Azitromicina (0,125 – >256)ª S (0,125) S (0,25) S (0,25) I (0,5) S (0,25) S (0,25) S (0,25) R (4) R (4) ANR (>256) I (0,5) I (0,5) R (1) R (1) 

Ciprofloxacino(0,004 – >32 ª S (0,004) BNR( 0,125) ANR (>32) ANR (>32) R (2) R (4) S (0,008) S (0,004) S (0,004) ANR (>32) ANR (>32) ANR (>32) ANR (>32) ANR (>32) 

Gemifloxacino (0,004 – 16)ª 0,004 0,125 16 8 0,5 1 0,008 0,016 0,008 4 16 16 2 8 

Moxifloxacino (0,004 – 16)ª 0,004 0,064 8 16 1 1 0,016 0,032 0,008 8 8 8 4 8 

Espectinomicina (8 – >1024)ª S (16) S (16) S (16) S (16) S (16) S (16) ANR (>1024) S (8) S (8) S (16) S (16) S (16) S (16) S (16) 

Gentamicina (4 – 8)ª 4 4 4 4 4 4 4 4 4 8 4 4 8 4 

Tetraciclina (0,25 – 32)ª S (0,25)  32 R (2) R (2) R (2)  16 R (2) I (1) I (1) R (4) R (4) R (2) R (4) R (4) 

Rifampicina(0,125 – >32)ª 0,125 0,5 0,5 0,5 >32 >32 0,25 >32 0,25 0,5 0,25 0,5 0,5 0,5 

Sulfametoxazol (16 – >1024)ª 64 512 128 16 128 256 128 64 32 >1024 64 128 64 128 

Solitromicina (0,064 – 32)ª 0,064 0,064 0,064 0,125 0,064 0,064 0,125 0,5 0,25 32 0,064 0,064 0,125 0,125 

Zoliflodacino (0,032 – 0,125)ª 0,032 0,064 0,064 0,064 0,064 0,125 0,064 0,125 0,064 0,064 0,064 0,064 0,064 0,064 


