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RESUMO

Sintese, estudo in silico e avaliacao da atividade antibacteriana direta e da potencializa¢ao de

antibioticos por um derivado de hidralazina em bactérias portadoras de bombas de efluxo

RESUMO

Introducdo: A atividade antimicrobiana ¢ essencial no combate a microrganismos
patogénicos ¢ amplamente utilizada na pratica clinica. Entretanto, o uso indiscriminado de
antibidticos tem favorecido o aumento da resisténcia bacteriana, problema intensificado durante a
pandemia de COVID-19, reduzindo a eficacia dos tratamentos convencionais. Nesse cendrio, a busca
por novas alternativas terapéuticas tem se intensificado. Derivados da hidralazina, especialmente as
hidrazonas, destacam-se como candidatos promissores por apresentarem atividade antimicrobiana
contra diferentes cepas bacterianas, além de potencial para modular mecanismos de resisténcia, como
a inibi¢do de bombas de efluxo e a potencializacdo da acdo de antibidticos. Objetivo: Avaliar a
atividade antibacteriana de derivados de hidralazina, assim como, a capacidade de combate ao
mecanismo de bomba de efluxo em cepas de Staphylococcus aureus. Metodologia: Derivados da
hidralazina foram sintetizados e testados; os ensaios utilizaram cepas resistentes de Staphylococcus
aureus (1199B e K2068). A atividade antibacteriana foi avaliada por determinagdo da concentragao
inibitoria minima (CIM) e ensaios de modulagdo de efluxo em cepas bacterianas padronizadas. As
analises foram realizadas em triplicata e submetidas a tratamento estatistico. Adicionalmente, estudos
in silico incluiram acoplamento molecular, predi¢do de propriedades farmacocinéticas (ADME) e
avaliacdo toxicoldgica do composto. Resultados e discussdo: A hidrazona HDZH1,4BENZ nao
apresentou atividade direta, mas mostrou potencial como inibidor adjuvante das bombas de efluxo
NorA e MepA em cepas de Staphylococcus aureus, reduzindo a Concentragao Inibitéria Minima
(CIM) de brometo de etidio e antibidticos. Os resultados indicam que a hidrazona atua principalmente
contra 0 mecanismo de efluxo. Esses achados ressaltam o potencial da HDZH1,4BENZ como
adjuvante no combate a resisténcia bacteriana mediada por bombas de efluxo. Conclusdes: A
hidrazona ndo apresentou atividade antibacteriana direta, mas atuou como moduladora de resisténcia,
potencializando antibidticos por inibicdo das bombas de efluxo NorA e MepA. Os dados in silico
confirmaram alta afinidade do composto por esses alvos e indicaram propriedades farmacocinéticas
favoraveis, destacando seu potencial como adjuvante terapéutico. Essa pesquisa € pioneira, ndo tendo

outros estudos feitos com este mesmo derivado e trouxe bons resultados.

Palavras-Chave: Staphylococcus aureus, hidrazona, antimicrobiano, bomba de efluxo.
Agradecimentos: CAPES e CNPq.
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ABSTRACT

Synthesis, in silico study and evaluation of the direct antibacterial activity and potentiation of
antibiotics by a hydralazine derivative in efflux pump-bearing bacteria.
ABSTRACT

Introduction: Antimicrobial activity is essential in combating pathogenic microorganisms and is
widely used in clinical practice. However, the indiscriminate use of antibiotics has favored the
increase in bacterial resistance, a problem intensified during the COVID-19 pandemic, reducing the
effectiveness of conventional treatments. In this scenario, the search for new therapeutic alternatives
has intensified. Hydralazine derivatives, especially hydrazones, stand out as promising candidates
because they exhibit antimicrobial activity against different bacterial strains, as well as the potential
to modulate resistance mechanisms, such as the inhibition of efflux pumps and the potentiation of
antibiotic action. Objective: To evaluate the antibacterial activity of hydralazine derivatives, as well
as their ability to combat the efflux pump mechanism in Staphylococcus aureus strains.
Methodology: Hydralazine derivatives were synthesized and tested; the assays used resistant strains
of Staphylococcus aureus (1199B and K2068). Antibacterial activity was evaluated by determining
the minimum inhibitory concentration (MIC) and efflux modulation assays in standardized bacterial
strains. Analyses were performed in triplicate and subjected to statistical treatment. Additionally, in
silico studies included molecular docking, pharmacokinetic property prediction (ADME), and
toxicological evaluation of the compound. Results and discussion: The hydrazone HDZH1,4BENZ
did not show direct activity, but demonstrated potential as an adjuvant inhibitor of the NorA and
MepA efflux pumps in Staphylococcus aureus strains, reducing the Minimum Inhibitory
Concentration (MIC) of ethidium bromide and antibiotics. The results indicate that the hydrazone
acts primarily against the efflux mechanism. These findings highlight the potential of
HDZH1,4BENZ as an adjuvant in combating bacterial resistance mediated by efflux pumps.
Conclusions: The hydrazone did not exhibit direct antibacterial activity, but acted as a resistance
modulator, potentiating antibiotics by inhibiting the NorA and MepA efflux pumps. In silico data
confirmed the compound's high affinity for these targets and indicated favorable pharmacokinetic
properties, highlighting its potential as a therapeutic adjuvant. This research is pioneering, with no
other studies conducted with this same derivative, and yielded good results.

Keywords: Staphylococcus aureus, hydrazone, antimicrobial, efflux pump.

Acknowledgments: CAPES and CNPq.

16

Resumo/Abstract



IMPORTANCIA/RELEVANCIA PARA A SOCIEDADE

O combate as infecgdes representa um dos maiores pilares da satude publica, tendo os antimicrobianos
como ferramentas essenciais nesse processo. Contudo, o uso indiscriminado desses medicamentos
tem favorecido o avango da resisténcia bacteriana, considerada atualmente uma ameaga global, pois
torna as bactérias mais resistentes, reduz a eficacia dos tratamentos e dificulta a cura de doengas.
Esse cenario critico impulsiona a busca por novas alternativas terapéuticas. Nesse contexto, a
hidralazina, farmaco tradicionalmente utilizado no tratamento da hipertensdo arterial, vem
despertando interesse por apresentar potenciais efeitos antimicrobianos. Os derivados da hidralazina
tém se destacado como candidatos promissores contra bactérias resistentes, em especial
Staphylococcus aureus. Este estudo busca compreender tanto a agdo antibacteriana direta desses
compostos quanto seu efeito adjuvante, por meio da potencializacio da atividade de antibidticos e da
inibi¢do de mecanismos de defesa bacterianos, como as bombas de efluxo. O composto estudado
ajudou os antibioticos a funcionarem melhor. Isso acontece porque ele bloqueia um mecanismo de
defesa das bactérias, chamado bomba de efluxo, que normalmente expulsa o antibidtico para fora da
célula. Ao impedir esse mecanismo, o medicamento consegue agir com mais eficiéncia, mesmo em
bactérias resistentes. Embora o composto ndo seja um antibiotico por si so, ele pode ser usado como
um “refor¢o” para aumentar o efeito de antibioticos ja existentes. Como ainda ndo existem estudos
com esse composto especifico, essa pesquisa ¢ inovadora e traz resultados promissores no combate
a resisténcia bacteriana. Esses resultados podem abrir caminhos para o desenvolvimento de novas
estratégias terapéuticas, oferecendo perspectivas inovadoras no enfrentamento das infecgoes

resistentes e contribuindo para a preservagdo da eficacia dos antimicrobianos disponiveis.
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1 INTRODUCAO GERAL

O potencial antimicrobiano refere-se a capacidade de substancias ou agentes de inibir o
crescimento ou destruir microrganismos, incluindo bactérias, fungos, virus e protozoarios, por
mecanismos que afetam a sintese proteica, a estrutura celular ou o material genético desses
organismos (Nascimento, 2018).

A utilizagdo de antimicrobianos no ambito do tratamento e/ou prevengdo de doengas e
infecgdes causadas por microrganismos como bactérias € outros, ¢ uma pratica em saude necessaria
e pertinente, sobretudo quando aplicada no cendrio terapéutico. No entanto, alteracdes genéticas dos
microrganismos e a utilizagdo indiscriminada de substancias antimicrobianas, tem acelerado, nos
ultimos anos, um processo de resisténcia a agentes como os antibioticos, 0 que gera preocupagao aos
principais 6rgaos mundiais de saude (Garcia; Comarella, 2021).

A resisténcia bacteriana tem se intensificado mundialmente, configurando-se como um dos
maiores desafios atuais para os sistemas de saude, conforme apontam Yuan et al. (2022) e Kumar et
al. (2019). Esse avango esta diretamente associado ao uso excessivo e¢ inadequado de antibidticos,
que favorece a selecdo e disseminagdo de microrganismos resistentes € como consequéncia, observa-
se o comprometimento progressivo da eficacia dos tratamentos disponiveis, o que eleva
significativamente os riscos a saude publica.

Diante desse cendrio em expansdo continua, diversos estudos apontam para a necessidade
urgente de investir em pesquisas que desenvolvam novos agentes antimicrobianos capazes de
enfrentar a crescente circulacdo de cepas resistentes. A preocupacdo com a resisténcia bacteriana tem
aumentado substancialmente nas ultimas décadas, a medida que novas cepas resistentes surgem e se
disseminam em todo o mundo, comprometendo a eficacia dos tratamentos e aumentando os custos de
saude (Souza; Costa, 2023).

A resisténcia aos antimicrobianos pode manifestar-se de diversas formas: 1) como uma
caracteristica intrinseca de certas espécies bacterianas, que conseguem resistir a acdo de um
determinado antibidtico devido a uma caracteristica estrutural ou funcional inerente da espécie; 2)
pode ser adquirida por meio de mutagdes que ocorrem durante a replicacdo celular ou ser induzida
por agentes mutagénicos como radiagdes ionizantes e ndo ionizantes, agentes alquilantes ou espécies
reativas de oxigénio (ROS); 3) adquirida pela incorporagdo de material genético exdgeno previamente
presente em outros micro-organismos, contendo genes de resisténcia que sdo propagados por meio
de mecanismos de transferéncia génica horizontal (Blair et al., 2015).

Em dezembro de 2019, apds um surto de pneumonia desconhecida em Wuhan, na China, uma

infec¢dao causada pelo novo coronavirus, SARS-CoV-2, um RNA-virus zoonoético de fita simples,
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disseminou-se desde sua origem por varios paises ao redor do mundo, resultando em altas taxas de
morbimortalidade em escala global. Diante da grande repercussdo dessa pandemia, observou-se um
aumento dos casos de resisténcia bacteriana, associado tanto a utilizagdo indiscriminada e incorreta,
como pelo aumento do uso de antibioticos no tratamento e internagdes (Silva, 2021).

E valido destacar que, estudos e investiga¢des tém buscado conhecer a agdo e a possibilidade
de uso para novos medicamentos e substancias, como no caso dos derivados da hidralazina. As novas
opgdes surgem como alternativa antibacteriana, o que repercute no aumento do potencial
antimicrobiano frente aos casos de resisténcia bacteriana (Nascimento, 2018).

Chang e Chen (2022) relatam que a hidralazina, um farmaco antigo com acao vasodilatadora,
continua sendo eficaz na reducao da pressao arterial e é frequentemente utilizada como coadjuvante
no tratamento da hipertensao e da insuficiéncia cardiaca cronica. Pesquisas mais recentes também
apontam seu possivel reaproveitamento terapéutico em doengas vasculares associadas a aterosclerose,
além de apresentar aplicagdes promissoras em disturbios renais.

Estudos tém explorado a capacidade dos derivados da hidralazina de inibir o crescimento de
uma variedade de microrganismos, incluindo bactérias Gram-positivas e Gram-negativas, bem como
fungos. Acredita-se que esses compostos possam atuar interferindo em diferentes vias metabolicas
dos microrganismos, levando a inibi¢cdo de seu crescimento e proliferagdo (Nery et al., 2023).

Frente ao exposto, considera-se a importancia de refletir sobre a utilizagdo dos derivados da
hidralazina em outros contextos, tendo como exemplo o reconhecimento acerca do seu potencial
antibacteriano. Portanto, o presente estudo busca avaliar a atividade antibacteriana direta do derivado
de hidralazina HDZH1,4BENZ, assim como, a capacidade de combate do mecanismo de bomba de
efluxo em bactérias de Staphylococcus aureus. Esse derivado foi sintetizado, sendo essa pesquisa

pioneira, ndo tendo outros estudos feitos com este mesmo derivado e trouxe bons resultados.

1.1 OBJETIVOS E QUESTIONAMENTOS

A resisténcia aos antimicrobianos constitui um desafio global que me motivou a realizar esta
pesquisa. A mortalidade crescente devido a resisténcia bacteriana e a projecdo de um crescimento
ainda mais alarmante no futuro me preocupam. A escassez de novos medicamentos e o fato de a
descoberta de farmacos ndo acompanhar o ritmo de crescimento da resisténcia como evidenciado pelo
aumento de infec¢des bacterianas durante a pandemia de COVID-19, segundo (Silva, 2021) me
levaram a buscar uma solucao inovadora. Por isso, me concentrei no reposicionamento de farmacos.
Essa estratégia, que utiliza medicamentos existentes para novas finalidades, pode ser uma forma de
buscar novas maneiras de enfrentar a resisténcia.

Busco entender se essas substancias atuam diretamente contra bactérias ou, de forma mais

promissora, se potencializam a acdo de antibidticos ja existentes, especialmente contra
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microrganismos que desenvolveram mecanismos de resisténcia como as bombas de efluxo. Meu
trabalho visa demonstrar a eficicia dessas substincias, contribuindo para a pratica clinica e

oferecendo uma nova perspectiva no combate a resisténcia.

1.2 ESTRATEGIAS DE PESQUISA

Este estudo empregou uma metodologia multifacetada, com o objetivo principal de investigar
o potencial de derivados da hidralazina tanto na atividade antibacteriana direta quanto na
potencializacdo de antibidticos contra bactérias que desenvolveram resisténcia por meio de bombas
de efluxo. A estratégia fundamental que norteou toda a pesquisa foi o reposicionamento de farmacos.
Essa abordagem ¢ considerada crucial e inovadora, pois visa acelerar a descoberta de novas opgdes
terapéuticas diante da crescente e alarmante ameaca da resisténcia antimicrobiana global.

Para a consecucdo dos objetivos, iniciou-se com a sintese de novas moléculas,
especificamente hidrazonas e N-acilidrazonas. Estas foram obtidas pelo professor Hélcio a partir de
medicamentos comerciais ja estabelecidos e com perfis de seguranga conhecidos, como a
Apresolina® (hidralazina) e a Isoniazida.

A sintese do composto foi realizada em baldao de fundo redondo, utilizando quantidades
equimolares de 2,3-diidrobenzofuran-6-carbaldeido ¢ hidralazina em meio aquoso acidificado com
acido fosforico. A mistura foi submetida a agitacdo magnética e aquecimento a 100 °C por 45
minutos. Posteriormente, adicionou-se etanol absoluto, seguido de filtracdo para remocao de
impurezas solidas. Ao filtrado, foi incorporada uma solucdo aquosa fria de bicarbonato de sodio a
5%, promovendo a formacdo de um precipitado. O produto obtido foi entdo filtrado a vacuo, lavado
com etanol frio, seco a temperatura ambiente e, por fim, coletado e pesado.

A selecdo das cepas bacterianas para os ensaios microbiologicos foi cautelosa e seguiu os
preceitos metodologicos necessarios. Foram utilizadas linhagens de Staphylococcus aureus, em
particular as cepas 1199B e K2068, que sdo reconhecidas por sua resisténcia a fluoroquinolonas
hidrofilicas mediada pelas bombas de efluxo NorA e MepA, respectivamente. Essa escolha ¢
essencial, pois o foco da pesquisa reside justamente na capacidade dos derivados da hidralazina em
combater esses complexos mecanismos de resisténcia.

Para garantir a validade dos resultados e estabelecer comparagdes significativas, diversos
controles foram incorporados aos ensaios. Foram incluidos inibidores de bomba de efluxo
conhecidos, como Carbonyl Cyanide m-ChloroPhenyl-hydrazone, Phenylalanine Arginyl pB-
Naphthylamide e Clorpromazina. Além disso, antibidticos especificos, como Norfloxacina (para a
bomba NorA) e Ciprofloxacina (para a bomba MepA), foram empregados para avaliar de forma
precisa a potencializacdo da atividade antibiotica pelos derivados da hidralazina. O Brometo de Etidio

também foi uma ferramenta crucial para a avalia¢ao da inibi¢do das bombas de efluxo.
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Os ensaios de Concentracao Inibitéria Minima (CIM) constituiram o cerne da avaliacdo in
vitro. Estes foram conduzidos em placas de 96 pocos, seguindo adaptagdes da metodologia padrao do
Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI, 2019). A distribui¢do nas placas foi padronizada
com 100 pL de inoculo bacteriano (10° UFC) em 900 uL de meio de cultura liquido BHI, seguido de
microdilui¢des seriadas (1:1) das substancias em estudo. As concentracdes dos derivados variaram
de 512 pg/mL a 8 pg/mL.

Um ponto chave da metodologia foi a avaliacao da redu¢do do CIM do brometo de etidio ou
de antibioticos especificos em cepas portadoras de bombas de efluxo. Essa redugdao ¢ um forte
indicativo da capacidade dos derivados da hidralazina em inibir as bombas, um dos principais
mecanismos de resisténcia bacteriana. Todos os ensaios foram cuidadosamente realizados em
triplicatas para garantir a confiabilidade dos dados obtidos.

Complementarmente aos estudos experimentais, a pesquisa integrou ferramentas de quimica
computacional para investigar as propriedades eletronicas e estruturais da hidralazina e seus
tautdmeros. Essa abordagem computacional fornece insights valiosos sobre as caracteristicas
moleculares que podem estar relacionadas a atividade biologica.

A docagem molecular foi empregada para aprofundar a compreensdo do mecanismo de acao
dos derivados da hidralazina contra Staphylococcus aureus. Utilizando modelos estruturais das
bombas de efluxo MepA e NorA, foram realizadas simulagdes com o software AutodockVina. Essas
simulagdes, que envolveram 50 repetigdes com 20 poses por simulagdo, visaram identificar possiveis
interacdes e os sitios de ligacdo das substincias nas bombas de efluxo (Leal et al.,2021 e Uniprot
Consortium, 2019).

A comparagdo com a docagem de antibioticos como Ciprofloxacino e Norfloxacino sob os
mesmos parametros adicionou robustez a andlise. Finalmente, a toxicidade dos derivados foi avaliada
por meio de testes computacionais d¢ ADMET (Absor¢do, Distribuicdo, Metabolismo, Excrecdo e
Toxicidade), uma etapa crucial para prever o perfil de seguranga e a viabilidade terapéutica dos
compostos investigados.

A analise estatistica dos resultados dos testes de CIM, feita por meio de Graphpad Prism 6.01
e aplicando two-way ANOVA seguida do teste de Bonferroni posttests, com p < 0.01, garantindo a
validade e a significancias dos dados obtidos, permitindo conclusdes sobre o potencial dos derivados

da hidralazina.

1.3 ESTRUTURA DA DISSERTACAO
O trabalho de dissertagdo foi estruturado em diferentes se¢des, abrangendo a Introdugdo, a
definicdo dos Objetivos, a Fundamentacdo Tedrica, a Produgdo Cientifica (que inclui um artigo

resultante da pesquisa) e, por fim, as Consideragdes Finais.
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Objetivos: Gerais e Especificos

Fundamentacio teorica: Resisténcia bacteriana, Bombas de efluxo, Staphylococcus aureus
e Uso de substancias sintéticas com potencial antimicrobiano.

Producao Cientifica: Capitulo 1:Manuscrito em processo de finalizacdo a ser submetido na
revista.

Consideracoes Finais: Conclusdes Gerais e Perspectivas de investigacdes futuras.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Avaliar a atividade antibacteriana direta de derivados de hidralazina e seu potencial adjuvante, assim
como, a capacidade de combate ao mecanismo de bomba de efluxo em bactérias de Staphylococcus

aureus.

2.2 Objetivos Especificos

» Sintetizar os derivados de hidralazina;

* Avaliar a atividade direta da substancia em cepas padrdes e multirresistentes de Staphylococcus
aureus.

* Avaliar a reversao do mecanismo de bomba de efluxo em bactérias de Staphylococcus aureus 1199B
portadora da bomba NorA e K2068 portadora da bomba MepA;

* Realizar a docagem molecular;

* Verificar a toxicidade através dos testes computacionais de ADMET.
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3 FUNDAMENTACAO TEORICA

3.1 Resisténcia bacteriana

A resisténcia bacteriana ¢ um fendmeno global crescente e preocupante, que se refere a
capacidade de bactérias de resistir aos efeitos de agentes antimicrobianos, como os antibidticos. Tal
acao pode ocorrer em detrimento da evolugao natural dos microrganismos ao longo do tempo, assim
como pelas praticas de uso indiscriminado e inadequado de antibidticos pela populagdo (Garcia;
Comarella, 2021).

O aumento no numero de bactérias resistentes aos antibioticos estd colocando em risco os
avancos da medicina, pois a falta de antibidticos eficazes para tratar patologias torna procedimentos
hospitalares rotineiros, como cirurgias e transplantes, mais perigosos, aumentando o risco de
infecgdes (Brito; Trevisan, 2021). O uso inadequado de antibidticos causa pressdo seletiva nas
bactérias, de modo que sua composi¢ao microbiana pode ser alterada e favorecer seu crescimento e
multiplicagdo e, por sua vez, existe a possibilidade de transmissdo as pessoas e a0 meio ambiente de
forma acelerada e descontrolada (Abou Heida et al., 2019).

Durante a pandemia da COVID-19, o uso indiscriminado de antimicrobianos tornou-se uma
preocupacao devido a prescricdo do chamado 'KIT COVID', que incluia medicamentos como
azitromicina, ivermectina e cloroquina. Apesar da falta de comprovacao cientifica de sua eficécia,
esses medicamentos foram usados como tentativa de tratamento (Furlan e Caramelli, 2021; Marinho
e Paz, 2021). Embora os antibidticos ndo tratem nem previnam a Covid-19, pesquisas realizadas em
nove paises europeus indicaram um aumento no uso dessa classe de medicamentos durante a
pandemia (Who, 2020).

Um dos principais mecanismos de resisténcia bacteriana ¢ a produgdo de beta-lactamases,
enzimas capazes de hidrolisar o anel beta-lactdmico presente nas penicilinas e em outros antibidticos
beta-lactdmicos, inativando-os (Miranda; Vieira; Souza, 2022). Essas enzimas podem ser produzidas
por uma variedade de bactérias e conferem resisténcia ndo somente as penicilinas, mas também a
outros antibioticos relacionados, como as cefalosporinas.

A diversidade de beta-lactamases produzidas pelas bactérias ¢ uma preocupagao significativa
por dificultar o desenvolvimento de antibidticos capazes de resistir a essas enzimas (Soares; Garcia,
2020). Assim, os mecanismos de resisténcia bacteriana abrangem uma ampla gama de adaptagdes
que as bactérias podem adotar para neutralizar ou evitar os efeitos dos antibidticos, reduzindo assim
sua eficdcia no tratamento de infec¢des (Ferreira; Oliveira, 2021).

Segundo Tortora et al., (2017), os mecanismos de resisténcia podem manifestar-se de forma

intrinseca, quando as bactérias ja possuem, em sua constitui¢do, as informacdes que conferem
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resisténcia ao antimicrobiano, ou de maneira adquirida, quando o microrganismo recebe informacgdes
de outra célula, seja da mesma espécie ou ndo, que promovem essa resisténcia. Essas informagdes
podem incluir fragmentos de material genético que, posteriormente, serdo expressos como enzimas
capazes de degradar a molécula do farmaco utilizado contra a bactéria especifica.

De acordo com Loureiro et al., (2016), os principais mecanismos de resisténcia bacteriana
incluem: 1) destruicdo ou modificacdo do farmaco através da via enzimdtica; 2) controle da
acumulag¢do no interior da célula, seja diminuindo a permeabilidade celular ao farmaco ou mediante
sistemas de efluxo, onde conseguem evitar a acumulagao intracelular do farmaco; 3) modificagdes
das moléculas alvo dos antibitticos; e 4) produgao de moléculas alvo alternativas que ndo sao afetadas
pelo farmaco, ao mesmo tempo em que continuam a produzir as moléculas alvo originais do farmaco,
0 que compromete a acao do antibiotico.

Eichenberger e Thaden (2019), Zhang e Cheng (2022), Ogawara (2019) e Sultan et al., (2018)
falam que a degradacdo enzimatica, a reducao da permeabilidade da membrana e a agdo de bombas
de efluxo. Em bactérias Gram-negativas, especificamente, estratégias como a secre¢do de enzimas
hidroliticas e alteragdes na permeabilidade sdo comuns.

O reaproveitamento de medicamentos ja existentes e o desenvolvimento de terapias
antimicrobianas direcionadas, que protegem a microflora benéfica, sdo estratégias promissoras para
a descoberta de novos tratamentos. Isso ¢é relevante porque a falta de recursos financeiros ainda limita
0 avanco na criacao de novos antibidticos (Briissow, 2024; Farha, Brown, 2019).

O elevado custo econdmico ¢ o principal obstaculo no desenvolvimento de novos farmacos.
Esse cenario desestimula a industria farmacéutica, pois o desenvolvimento de um antibidtico exige
um investimento consideravel de tempo e dinheiro para um tratamento de curta duragao. Além disso,
¢ sujeito a acontecer o surgimento de resisténcia bacteriana, fazendo com que o retorno financeiro
seja incerto, tornando o investimento menos atraente (Zheng, Sun, Wei, 2018).

O reposicionamento de farmacos ¢ uma estratégia eficaz ao acelerar o tempo de
desenvolvimento e aumentar as chances de sucesso na aprovagado regulatdria. Isso ocorre porque ja
se conhece o perfil de toxicidade dos medicamentos existentes, o que facilita a entrada nas fases de
avaliacdo pré-clinica e clinica, reduzindo custos e riscos. O ponto mais desafiador ¢ determinar novos
usos terapéuticos para os medicamentos ja conhecidos. (Xu et al., 2020; Schcolnik-Cabrera, Juarez-

Lopez, Duefias-Gonzélez, 2020).

3.2 Bombas de efluxo
Entre os diversos mecanismos de resisténcia bacteriana, as proteinas que funcionam como
bombas de efluxo transmembrana sao frequentemente implicadas na resisténcia a varios antibidticos

e outros agentes quimioterapicos. As bombas de efluxo sdo proteinas essenciais na fisiologia
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bacteriana por atuarem na eliminagao de metabolitos toxicos, na manutengao do equilibrio celular e
na protecdo contra diversas substincias, como antimicrobianos, metais pesados e detergentes.
Localizadas na membrana celular, essas proteinas sdo um dos principais mecanismos de defesa que
as bactérias utilizam para expelir antibidticos e outros agentes quimioterapicos, o que contribui
significativamente para sua sobrevivéncia e resisténcia aos tratamentos (Munita; Arias, 2016; Varela
et al., 2021; Chetri, 2023).

Acerca dos mecanismos importantes na perspectiva da resisténcia bacteriana, vale ressaltar o
uso de bombas de efluxo, sistemas de transporte ativo que podem extrair os antibidticos das células
bacterianas antes que eles tenham a chance de exercer seus efeitos. Essas bombas de efluxo podem
ser induzidas em resposta a exposi¢do aos antibidticos e podem conferir resisténcia a uma ampla
gama de compostos quimicos, incluindo as penicilinas. A presenca dessas bombas de efluxo pode
dificultar significativamente o tratamento de infec¢des bacterianas, reduzindo a concentragdo eficaz
dos antibioticos nas células bacterianas (Vale, 2022).

Conforme Nishino ef al., (2021) e Thakur, Uniyal, Tiwari (2021), as bombas de efluxo estao
presentes em bactérias Gram-negativas e Gram-positivas, onde desempenham um papel crucial na
resisténcia a antibidticos. Enquanto algumas dessas bombas sdo seletivas para antimicrobianos
especificos, outras sdo mais versateis e conseguem expelir diversas classes de antibidticos. Essa
ampla capacidade de extrusdo contribui diretamente para o surgimento de bactérias multirresistentes
(MDR). Por essa razdo, o desenvolvimento de inibidores de bombas de efluxo ¢ visto como uma
estratégia vital para o combate a infec¢des causadas por esses microrganismos.

Esse mecanismo afeta todas as classes de antibidticos, no entanto, ¢ mais eficaz na presenga
de macrolideos, tetraciclinas e fluoroquinolonas, pois esses inibem a biossintese de proteinas e DNA
(Souza; Dias; Oliveira, 2022). O papel das bombas de efluxo vai além da simples expulsdo de
substancias. Pesquisas evidenciam que elas também estdo envolvidas na formagdo de células
persistentes e no aumento das taxas de mutagdo, fatores que promovem a sobrevivéncia bacteriana.
A crescente evidéncia de sua participagdo na viruléncia demonstra a necessidade de se aprofundar no
entendimento desses mecanismos por sua relevancia clinica (Ebbensgaard, Lebner-Olesen, Frimodt-
Moiller, 2020; Nishino et al., 2021).

Existem varias classes de bombas de efluxo, as quais sdo categorizadas de acordo com seu
mecanismo de acdo em transportadores que operam mediante transporte ativo primario, como a
hidrolise de ATP no caso do transportador adenosine triphosphate binding cassette (ABC) — ligagao
de adenosina trifosfato, e aqueles que funcionam por transporte ativo secundario, utilizando o
gradiente i0nico intracelular, como os transportadores major facilitator family (MFS) — familia de
facilitadores principais, multidrug and toxic efflux (MATE) — multidrogras e efluxo toxico, resistance

nodulation division (RND) — familia resisténcia-nodulagdo-divisdo e small multidrug resistance
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(SMR) — pequena resisténcia multidrogas. A MFS, MATE, RND e SMR operam por troca de protons,
enquanto a ABC funciona através da hidrélise de ATP (Costa; Silva Junior, 2017).

A bomba de efluxo MepA ¢ uma proteina codificada pelo gene homdnimo mepA encontrada
em bactérias como Staphylococcus aureus, pertence a familia MATE, conhecida por suas bombas de
extrusao que transportam diversos fArmacos e toxinas para fora da célula bacteriana, essa proteina
utiliza prétons como fonte de energia por meio de uma antiporta de ions sédio. Farmacos substratos
para essa bomba sdo expulsos da célula bacteriana, comprometendo assim a eficacia dos tratamentos
antibidticos (Guilhelmelli et al., 2013). E tem também a bomba de efluxo NorA que pertence a
superfamilia das grandes facilitadoras (MFS), uma categoria comum encontrada em bactérias como
Staphylococcus aureus, sendo uma transportadora que faz a expulsdo de agentes antimicrobianos
(Lekshmi et al., 2018).

A perda de eficacia dos medicamentos antibacterianos estd diretamente ligada a extrusao
desses compostos pelas bombas de efluxo bacterianas, que minimizam a concentracdo do agente
terapéutico na célula. Esse mecanismo de resisténcia faz com que terapias combinadas, que incluem
um inibidor de bomba de efluxo (IBE), se tornem uma estratégia promissora. Essa abordagem busca
restaurar a atividade dos antibidticos e, dessa forma, pode ajudar a compensar o ritmo lento da
descoberta de novas moléculas antibacterianas, oferecendo uma solu¢ao para o crescente desafio da
resisténcia (Avci et al., 2019).

As cepas de Staphylococcus aureus sdao notaveis por possuirem diversas bombas de efluxo
multidrogas, como NorA e MepA, que fazem parte das familias MATE e MFS. Essas bombas
conseguem expelir uma ampla variedade de antibidticos. A superexpressao de genes como norA,
norB, norC, mepA, mdeA e qacA/B estd diretamente associada a alta resisténcia antimicrobiana,
sendo que a presenga de genes plasmidicos muitas vezes resulta da pressao seletiva de tratamentos
(Baiomy; Shaker; Abbas, 2020).

As bombas de efluxo NorA e MepA, encontradas em S. aureus, sdo transportadoras de
multiplos farmacos. A NorA ¢ capaz de expelir antibidticos como a norfloxacina e diversos corantes.
Ja a MepA transporta outras fluoroquinolonas, como a ciprofloxacina, e o corante brometo de etidio.
A acdo dessas bombas ¢ crucial para a resisténcia do microrganismo a multiplos medicamentos e
substancias toxicas, intensificando a multirresisténcia bacteriana. (Oliveira, 2021; Martin, 2023).

O funcionamento dessas bombas se baseia no cotransporte, utilizando o gradiente de protons
transmembrana como fonte de energia, operando por meio do antiporte de ions s6dio ou hidronio. A
bomba NorA, em particular, também pode usar a energia da hidrolise de ATP para expelir substancias,

evidenciando sua complexidade funcional (Martin, 2023).
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3.3 Staphylococcus aureus

Diante dos mecanismos da bomba de efluxo, destaca-se Staphylococcus aureus, o qual € uma
bactéria Gram-positiva, de formato esférico (coco), que frequentemente se agrupa em cachos
semelhantes a uvas quando observado ao microscopio. E um microrganismo comumente encontrado
na pele e nas mucosas de seres humanos e animais, sendo parte da flora natural em aproximadamente
30% da populacao humana. Contudo, sob certas condigdes, pode se tornar um patdégeno oportunista,
causando uma variedade de infecgdes que variam desde leves até potencialmente fatais (Lima, et al.,
2015).

Cheung, Bae, Otto (2021); Howden et al., (2023); Rasheed e Hussein (2021) descrevem
Staphylococcus aureus, um microrganismo que coloniza humanos e possui dupla natureza, podendo
coexistir de forma inofensiva, mas pode se tornar patogénico e causar doengas responsaveis por
causar enfermidade e letalidade. A bactéria tem formato circular, organiza-se em cachos, e suas
colonias sdo de cor amarelo-dourada, se reproduz por fissdo bindria e pode obter energia por
respira¢do anaerobica ou fermentacao.

Com isso, as infecgdes nas quais esté relacionada podem envolver pele e tecidos moles, causar
furinculos, impetigo, celulite e abscessos. Em casos mais graves, pode resultar em infecgdes
invasivas como pneumonia, endocardite, osteomielite, sepse e sindrome do choque toxico, de modo
que a sua patogenicidade ¢ atribuida a uma série de fatores de viruléncia (Pinheiro et al., 2021).

De acordo com Rocha ef al., (2021), o S. aureus produz diversas enzimas (como coagulase,
hialuronidase e lipases) e toxinas (como toxina alfa, toxina esfoliativa e enterotoxinas) que facilitam
a invasdo e destruicdo dos tecidos do hospedeiro. Um dos principais desafios no tratamento das
infecgdes por Staphylococcus aureus € a resisténcia antimicrobiana.

O desenvolvimento de resisténcia aos antibidticos foi identificado logo apds a introducao da
penicilina. Hoje em dia, Staphylococcus aureus resistente a meticilina (MRSA) representa uma
preocupagdo significativa tanto em ambientes hospitalares quanto comunitarios. Os MRSA sao
resistentes a maioria dos antibidticos beta-lactdmicos, o que restringe as opgdes terapéuticas
disponiveis e aumenta a morbidade e mortalidade associadas as infec¢des causadas por essas bactérias
(Gelatti et al., 2009).

As capsulas de polissacarideos, embora ndo sejam totalmente compreendidas em seu papel na
patogénese, sao consideradas um fator de viruléncia crucial. Essa estrutura polimérica confere
protecao ao microrganismo contra a fagocitose, um dos principais mecanismos da resposta imune do
hospedeiro. A cédpsula também contribui para a biossintese de biofilmes, que sdo comunidades
celulares que possuem uma resisténcia intrinseca a antimicrobianos. A prote¢do contra células

fagociticas e a formagdo de biofilmes sdo, portanto, mecanismos bioldgicos que dificultam o
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tratamento de infec¢des e reforcam a importancia desses fatores para a sobrevivéncia bacteriana

(Rasheed; Hussein, 2021).

3.4 Uso de substancias sintéticas com potencial antimicrobiano

A utilizagdo de substancias sintéticas com potencial antimicrobiano ¢ discutida de forma
ampla e frequente nos espagos cientificos, especialmente diante do aumento da resisténcia bacteriana
e da necessidade de novas abordagens terapéuticas, a fim de ampliar o escopo de tratamento e mitigar
os efeitos negativos causados pela resisténcia antimicrobiana (Luna, 2017).

As substancias sintéticas antimicrobianas sao compostos quimicos projetados para combater
microrganismos, incluindo bactérias, virus, fungos e protozodarios. Sua atuagdo se da por diversos
mecanismos, onde pode ser observada através da destruigdo da membrana celular bacteriana,
causando lise celular e/ou pela interferéncia nos processos metabodlicos vitais para a sobrevivéncia
bacteriana, como a sintese de proteinas ou acidos nucleicos (Luna, 2017).

Os antibidticos sintéticos sdo substancias sintetizadas em laboratdrios ou derivadas de plantas,
caracterizados por sua baixa toxicidade para as células normais do hospedeiro e alta toxicidade para
os agentes patogénicos. Os antibidticos sintéticos tém uma capacidade de inibir o crescimento ou
causar a morte de fungos. O uso desses medicamentos impede a proliferacdo de doengas bacterianas,
porém, o uso descontrolado pode levar a resisténcia bacteriana. A resisténcia bacteriana diminui a
imunidade e reduz a eficacia de outros medicamentos no tratamento de determinadas doencas e
infecgdes. Quando ocorre resisténcia bacteriana, torna-se necessario testar novos antibioticos para
combater as infec¢des, e € imprescindivel realizar exames para identificar o firmaco mais potente,
sempre seguindo a orientagdo de um profissional de satide (Guimaraes; Momesso; Pupo, 2010).

O estudo e o desenvolvimento de substancias sintéticas antimicrobianas devem considerar a
possibilidade de projeta-las para estruturas ou processos bacterianos que desenvolveram resisténcia a
outros antibioticos, além de ampliar o leque para uso na pratica clinica. Ademais, o monitoramento
da utilizacdo e funcionalidade dessas substancias deve também acompanhar o processo de mitigagao
do potencial de desenvolvimento de resisténcia bacteriana aos novos compostos (Cachiba et al.,
2012). Diante disso, ¢ valido destacar acerca do uso da hidralazina e seus derivados como substancias

de potencial antimicrobiano, frente ao processo constante de resisténcia bacteriana da atualidade.

3.5 Hidrazonas e Derivados da Hidralazina
A hidralazina, um vasodilatador utilizado para tratar a hipertensdo, tem estado disponivel no
mercado desde os anos 1950. Recentemente, tem sido objeto de estudo devido ao seu potencial

antitumoral. Um estudo conduzido por Ruiz-Magana et al. (2016) demonstrou que a hidralazina ¢
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capaz de induzir apoptose dependente de caspases em células T leucémicas com mutagao no gene
p53, ativando assim a via apoptotica mitocondrial e causando danos ao DNA.

As hidrazonas e os derivados da hidralazina sdo compostos quimicos que tém atraido crescente
interesse na pesquisa devido ao seu potencial antimicrobiano. Essas substancias possuem estruturas
quimicas que permitem uma variedade de modificagdes, tornando-as versateis na sintese de novos
agentes antimicrobianos. Sdo formadas pela rea¢cdo entre uma hidrazina e um composto carbonilico,
como um aldeido ou cetona. A estrutura basica das hidrazonas inclui um grupo funcional -C=N-NH2.
Essa classe de compostos tem mostrado atividade contra uma ampla gama de microrganismos,
incluindo bactérias e fungos (Guimaraes et al., 2017).

A hidralazina, de formula molecular CsHsNa4, ¢ um composto quimico azaareno que deriva da
ftalazina, que tem em sua estrutura um anel benzeno condensado com um anel de seis membros com
dois atomos de nitrogénio ligados diretamente um ao outro na molécula, que o prefixo (aza) indica
presenca de um 4tomo de nitrogénio substituindo o carbono e o (areno) refere-se a hidrocarbonetos
aromdticos na forma de anéis de benzeno ou estruturas semelhantes (National Center for
Biotechnology Information, 2025).

Podendo ser chamado de heteroareno orto-fundido porque tem um anel extra fundido no anel
principal, de modo que os atomos que conectam ambos os anéis estao na posi¢cao orto, um em relagao
ao outro. O grupo funcional hidrazina (-NH-NH:) esta ligado a posi¢do 1 do anel, o que determina
suas propriedades quimicas e bioldgicas. A formula estrutural da hidralazina ¢ 1-hidrazinofitalazina,

e sua nomenclatura [IUPAC ¢ 1-hidrazinopiralazina (NCBI, 2025).

Figura 1: Estrutura quimica da hidralazina, conforme dados do National Center for Biotechnology

Information (NCBI, 2025),

/

\z
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O mecanismo de acdo das hidrazonas pode variar, mas envolve geralmente a inibi¢do de
enzimas essenciais ao metabolismo microbiano ou a interagdo com o DNA microbiano,
interrompendo a replicagdo celular. A versatilidade estrutural das hidrazonas permite desenvolver
compostos com alvos especificos ¢ modos de ag¢ao variados. Diversas hidrazonas tém demonstrado
atividade significativa contra bactérias Gram-positivas e Gram-negativas. Estudos demonstram que
esses compostos podem ser eficazes contra cepas resistentes a multiplas drogas (Passos, 2012).

As hidrazonas e os derivados da hidralazina tém sido objeto de crescente interesse cientifico
por seu promissor potencial antimicrobiano. Tais compostos quimicos possuem estruturas versateis,
que permitem diversas modificagdes, facilitando a criagdo de novos agentes com essa finalidade.
Essas substancias sdo sintetizadas a partir da reacdo de uma hidrazina com um composto carbonilico,
como um aldeido ou cetona. A estrutura central das hidrazonas ¢ caracterizada pelo grupo funcional
—C=N—-NH2, e elas tém demonstrado eficacia contra uma variedade de microrganismos, incluindo
bactérias e fungos (Guimaraes et al., 2017).

Os derivados da hidralazina atuam de varias maneiras, incluindo a inibigdo da sintese de
acidos nucleicos e proteinas, além da geracdo de espécies reativas de oxigénio (ROS) que podem
danificar componentes celulares vitais dos microrganismos. Estudos indicam que derivados da
hidralazina tém atividade significativa contra uma ampla gama de bactérias, incluindo aquelas
resistentes a antibidticos tradicionais (Santos, 2021).

O potencial antimicrobiano das hidrazonas e dos derivados da hidralazina reside em sua
capacidade de serem modificados quimicamente para otimizar a atividade contra microrganismos
especificos. A sintese de novos derivados pode levar ao desenvolvimento de tratamentos mais
eficazes contra infec¢des bacterianas e fungicas, especialmente aquelas causadas por cepas resistentes

a multiplos medicamentos (Santos, 2021).
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ABSTRACT

As hidrazonas sdo compostos organicos com a estrutura geral R-C=NNHR., que se distinguem pela
sua versatilidade e modificabilidade, sendo amplamente utilizadas em diversas aplicacdes devido as
suas propriedades fisico-quimicas e bioldgicas. Apresentam atividades anticancerigenas, anti-
inflamatorias, antibiofilme e antibacterianas. As bactérias resistentes a antibidticos representam uma
séria ameaga a saude publica, empregando mecanismos como a inativagdo enzimatica e bombas de
efluxo. Este estudo investigou a hidrazona HDZH1,4BENZ, um composto derivado da hidralazina,
avaliando sua atividade antibacteriana e seu potencial adjuvante em combinagdo com antibioticos
contra cepas de Staphylococcus aureus que expressam as bombas de efluxo NorA e MepA. Os ensaios
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bacteriologicos foram realizados utilizando o método de microdilui¢do em caldo BHI. Para os ensaios
com bombas de efluxo, foram preparados controles utilizando um inibidor padrdo de bombas de
efluxo. Foram utilizadas as cepas de Staphylococcus aureus 1199B (expressando a bomba de efluxo
NorA) e K2068 (expressando a bomba de efluxo MepA). Embora o HDZH1,4BENZ ndo tenha
apresentado atividade antibacteriana direta significativa, os resultados indicam que essa hidrazona
exerce um efeito inibitério significativo sobre as bombas de efluxo NorA e MepA em Staphylococcus
aureus, potencializando, assim, a eficacia de agentes antibacterianos. A hidrazona exibiu atividade
comparavel a da clorpromazina, sugerindo que pode representar uma alternativa promissora no
combate a infec¢Oes bacterianas resistentes a antibioticos.

Palavras-chave: Resisténcia bacteriana; Bombas de efluxo; NorA; MepA; Hidrazona

INTRODUCAO

A resisténcia bacteriana aos antibidticos convencionais impulsionou a busca por novas
estratégias terapéuticas. Estas incluem o desenvolvimento de compostos sintéticos capazes de
combater microrganismos, produzidos em laboratorio por meio de processos quimicos complexos
que envolvem a manipulagdo de reagdes e o uso de tecnologias avancadas (Coley et al., 2019).

Do ponto de vista da satde publica, as bactérias resistentes a antibioticos sdo uma
preocupagdo global, pois empregam multiplos mecanismos de resisténcia, como a inativagdo
enzimatica contra penicilinas, cefalosporinas e carbapenémicos; a modificagdo e protecdo de alvos
moleculares contra vancomicina, penicilinas e fluoroquinolonas; a expressao de fatores de viruléncia,
incluindo a formacao de biofilme; e mecanismos de extrusdo de farmacos contra fluoroquinolonas,
macrolideos e tetraciclinas. Essas bactérias disseminam tais mecanismos entre diferentes cepas,
levando a um aumento nas populagdes multirresistentes (Abd et al., 2021).

Neste contexto, as bombas de efluxo merecem atengdo especial como uma importante
estratégia de resisténcia, uma vez que atuam em uma ampla gama de substratos prejudiciais as células
bacterianas e também participam da expressao de fatores de viruléncia (Mohanty; Pachpute; Yadav,
2021). Entre as principais familias de efluxo, destaca-se a superfamilia dos facilitadores principais
(MFS), exemplificada pela bomba de efluxo NorA, que medeia a resisténcia as fluoroquinolonas em
cepas de Staphylococcus aureus (Huang et al., 2022). Outro grupo relevante ¢ a familia de extrusao
de multiplos farmacos e compostos toxicos (MATE), como a bomba de efluxo MepA, que estad
associada a cepas de S. aureus resistentes a vancomicina (Gaurav et al., 2023).

Em relagdo as estratégias para combater a resisténcia bacteriana, as abordagens notaveis
incluem a descoberta de novas moléculas com atividade antibiotica, a reutilizacdo de medicamentos
clinicamente utilizados, originalmente desenvolvidos para outras condi¢des de satide, mas com
potenciais efeitos antibacterianos, e a investigagdo dos mecanismos de resisténcia a nivel molecular

para orientar a prospeccdo e a sintese de novos agentes (Varela et al., 2021). A utilizacdo de
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substancias adjuvantes capazes de interagir com os mecanismos de resisténcia bacteriana e, assim,
aumentar a eficacia dos antibidticos, também é uma estratégia amplamente adotada em contextos
clinicos reais (Dhanda; Acharya; Haldar, 2023).

Dentro deste contexto, as hidrazonas podem ser consideradas compostos promissores. As
hidrazonas sdo compostos organicos com a estrutura geral R:C=NNHR., sintetizados através da
reacdo entre uma hidrazina e uma cetona ou aldeido (Rollas; Giiniz, 2007). A estrutura da hidrazona
destaca-se pela sua versatilidade e capacidade de modificacdo através da substituicdo de ligantes,
servindo como bloco de construgdo para diversas moléculas (Betancourth et al., 2022) com distintas
propriedades fisico-quimicas e uma ampla gama de atividades biologicas (Gebretsadik et al., 2021).

Entre as suas atividades biologicas relevantes para as ciéncias da satde, as hidrazonas
exibem atividade anticancerigena (Zebbiche et al., 2021), potencial antinociceptivo e anti-
inflamatério (Medeiros et al., 2021), efeitos antibiofilme (Aydin et al., 2023) e atividade
antibacteriana (Shah et al., 2022; Aly; Fathalla, 2020).

Além disso, as hidrazonas s3o utilizadas como agentes espectrofotométricos para a detec¢ao
de metais e compostos organicos em diversas amostras, incluindo fluidos bioldgicos. Eles atuam
como coletores organicos em processos de flotagdo de metais e como corantes em células solares
sensibilizadas por corantes (DSSCs) devido as suas amplas bandas de absorc¢do. Outras aplicagdes
incluem quimiossensores, indicadores de pH, reagentes para tingimento téxtil, detectores microbianos
e inibidores de corrosdo para metais. Essa afinidade por metais surge da presenca de multiplos sitios
de ligacdo covalente em vérios derivados de hidrazona (Jabeen, 2022).

Com base nas consideragdes acima, este estudo teve como objetivo investigar o potencial
antibacteriano da hidrazona HDZH1,4BENZ, derivada de uma reacao sintética entre benzaldeido e
hidralazina. Seu efeito antibacteriano direto foi avaliado, assim como seu potencial adjuvante na
inibicdo de sistemas de efluxo em cepas de Staphylococcus aureus que expressam as bombas de

efluxo NorA e MepA.

MATERIAIS E METODOS
Procedimentos Gerais
Sintese e caracterizacao da hidrazona

Em um balao de fundo redondo de 25 mL, 0,50 mmol de 2,3-diidrobenzofuran-6-
carbaldeido foram misturados com 0,50 mmol do farmaco hidralazina, 9,0 mL de agua
destilada e 1,0 mL de HsPO4 concentrado (Esquema 1). A mistura reacional foi agitada
magneticamente e aquecida a 100 °C por 45 minutos. Em seguida, 15 mL de etanol absoluto
foram adicionados a mistura reacional, que foi posteriormente filtrada, e o filtrado coletado

em um béquer. O residuo retido no papel de filtro foi descartado e 20 mL de uma solugao
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aquosa fria de NaHCO:s a 5,0% (m/v) foram adicionados ao filtrado. O s6lido resultante foi
filtrado a vacuo, lavado com etanol absoluto frio e seco a temperatura ambiente. Por fim, o

s6lido foi removido do papel de filtro e pesado.

Figura 2: Sintese da hidrazona

1H NMR (500 MHz, DMSO); 6H & 13.98 (s, NH-1), 8.93 (s, H-10"), 8.90 (2H, m, H-8/H-
7), 8.13 (s, H-4), 8.05 (3H, m, H-5/H-6/H-7), 7.75 (d, J = 7.7 Hz, H-5"), 6.87 (d, ] = 7.7
Hz, H-4), 4.63 (2H, t,J = 9.1 Hz, 2H-2"), 3.28 (2H, t, ] = 9.1 Hz, 2H-3"). 13C NMR (125
MHz, DMSO); 6C 162.5 (C-8’), 153.0 (C-10’), 147.6 (C-1), 135.0 (C-4/C-6"), 133.2 (C-
6/C-4%), 130.3 (C-7), 128.5 (C-9°), 127.7 (C-4a), 127.6 (C-5), 124.9 (C-8a/C-5), 124.7
(C-8), 109.1 (C-7°), 71.7 (C-2), 28.5 (C-3").

A sintese da hidrazona HDZH1,4BENZ foi feita pelo orientador desta pesquisa, o professor
doutor Hélcio Silva Santos da Universidade Estadual do Ceara (UECE), segue abaixo a estrutura

da Hidrazona:

N X
0 |
N

\N/

(£)-1-(2-((2,3-dihydrobenzofuran-6-yl)methylene)hydrazinyl)phthalazine

Figura 3: Estrutura da hidrazona HDZH1,4BENZ

Substancias

Os inibidores de bombas de efluxo utilizados como controles foram o carbonil cianeto m-
clorofenil-hidrazona (CCCP) e a clorpromazina (CPZ). Os antibioticos especificos para cada bomba
de efluxo foram a norfloxacina para a bomba NorA na cepa 1199B e a ciprofloxacina para a bomba
MepA. Dimetilsulféxido (DMSO) e brometo de etidio também foram utilizados. Todos os reagentes
foram obtidos da Sigma-Aldrich Co. (St. Louis, MO, EUA). Os meios de cultura empregados
incluiram agar infusao de corag¢ao (HIA), agar infusao cérebro-coracdo (BHI), agar sangue e glicerol,

todos adquiridos da Difco Laboratories Ltd.
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Microrganismos Utilizados nos Ensaios de Inibicao
As cepas de Staphylococcus aureus utilizadas foram 1199B e K2068, que sdo resistentes a

fluoroquinolonas hidrofilicas por meio das proteinas de efluxo NorA e MepA, respectivamente.

Preparacao e Padronizacao de Indculos

Para os ensaios de Concentragdo Inibitéria Minima (CIM), os inoculos foram preparados a
partir de estoques congelados. Esses estoques foram subcultivados em tubos de agar infusdo de
coragdo e incubados a 37 °C. Os indculos foram preparados em solu¢do salina estéril e padronizados
de acordo com a escala de McFarland 0,5, correspondendo a aproximadamente 108 UFC (unidades
formadoras de colonias). Este indculo padronizado foi utilizado tanto para os ensaios de CIM quanto

para os experimentos de inibi¢cdo da bomba de efluxo.

Ensaios de Concentrac¢ao Inibitéria Minima

A partir de culturas solidas de HIA, as bactérias foram subcultivadas em placas de HIA ¢
incubadas a 37 °C por 24 h. Posteriormente, os meios de distribui¢ao foram preparados em microtubos
utilizando 100 pL de indculo e 900 pL de meio BHI liquido. O conteudo foi transferido para placas
de microdilui¢do de 96 pogos, com 100 pL adicionados a cada pogo. Microdilui¢cdes seriadas das
substancias de teste foram entdo realizadas adicionando 100 uL ao pentltimo poco (diluicdo 1:1),
com o ultimo pogo servindo como controle de crescimento. As concentragdes variaram de 512 pg/mL
a 8 pg/mL, seguindo a metodologia padrdo para determinagdo da CIM (Kadetabkova et al., 2024).
Apbs 24 horas de incubagdo, as placas foram lidas com base na mudanga de cor ap6s a adigao de 20
pL de resazurina (7-hidroxi-3H-fenoxazin-3-ona 10-6xido). A reducdo da resazurina por células
metabolicamente ativas resulta em uma mudancga de cor de azul para rosa/vermelho, indicando
crescimento bacteriano, enquanto a persisténcia da cor azul indica inibi¢do do crescimento (Herman

et al., 2024). Todos os experimentos foram realizados em triplicata.

Ensaio de Reducio do Efluxo por Diminuicdo da CIM

Para avaliar a redu¢ao da CIM do brometo de etidio, os indculos foram obtidos de culturas
incubadas a 37 °C por 24 horas. Os indculos foram preparados em solucdo salina e padronizados para
o padrao 0,5 de McFarland (=108 UFC). Os meios de distribui¢ao para o grupo teste e o grupo controle
foram preparados em microtubos. Para o grupo teste, foram adicionados 150 uL de inéculo e o
composto teste em uma concentragdo subinibitoria (MIC/8), e o volume final foi ajustado para 1,5
mL. O grupo controle continha o mesmo volume de indculo, ajustado para o0 mesmo volume final. O
conteudo foi transferido para placas de microdilui¢dao de 96 pogos em distribuicao vertical, com 100

pL adicionados a cada poco. Foram realizadas microdilui¢des seriadas de brometo de etidio (1:1),
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com concentracdes variando de 512 ug/mL a 0,5 pg/mL. Apds 24 h de incubagdo, as placas foram
lidas utilizando resazurina, conforme descrito anteriormente. Uma redugdo na CIM (Concentragao
Inibitéria Minima) do brometo de etidio ou de antibiodticos especificos em cepas portadoras de
bombas de efluxo foi considerada indicativa de inibi¢ao do sistema de efluxo, de acordo com Tintino
et al. (2020). Todos os experimentos foram realizados em triplicata ¢ a mesma metodologia foi

aplicada aos antibioticos testados.

Analise Estatistica

Os valores centrais € os desvios padrao foram obtidos seguindo a metodologia descrita por
Freitas et al. (2021) para analise microbioldgica em placas de microdilui¢do. A anélise de variancia
(ANOVA) de uma via, seguida pelo teste post hoc de Bonferroni, foi aplicada utilizando o GraphPad

Prism 6.01. Valores de p < 0,05 foram considerados estatisticamente significativos.

Detalhes Computacionais

As simulacdes foram realizadas em um sistema operacional de 64 bits. Os softwares e
extensoes utilizados incluiram AutoDockTools (El-Hachem et al., 2017), AutoDock Vina (Morris et
al., 2009), MarvinSketch (http://www.chemaxon.com), Discovery Studio Visualizer
(https://discover.3ds.com/discovery-studio-visualizer-download), UCSF Chimera
(https://www.cgl.ucsf.edu/chimera/) e Avogadro (http://avogadro.cc/). Além disso, todos os codigos
aplicados sdo de acesso livre e destinados ao uso académico.
Preparacio e otimizacio do ligante

A estrutura da chalcona (HDZH2OH) foi inicialmente construida utilizando a interface
grafica do MarvinSketch (ChemAxon, https://chemaxon.com/products/marvin) e posteriormente
submetida a otimiza¢do conformacional utilizando o campo de forca classico MMFF94 (Merck
Molecular Force Field 94). As etapas de minimiza¢do de energia foram realizadas com o programa
Avogadro® (Snyder & Kucukkal, 2017), configurado para empregar o formalismo MMFF9%4 ¢ o
algoritmo de Descida Mais Ingreme, com um total de 500 itera¢des e um critério de convergéncia

definido em 1 X 1077 (Doncheyv et al., 2005).

Obtencao e preparacao de estruturas proteicas

As sequéncias de aminoacidos de MepA de Staphylococcus aureus K2068 e NorA de
S. aureus 1199B foram adaptadas de acordo com De Araujo et al. (2025), Freitas et al. (2024,
2022). MepA foi obtida do banco de dados Universal Protein Resource (UniProt,
http://www.uniprot.org), depositada sob o cédigo NCTC8325 (Pundir et al., 2016; Warraich et

al., 2021). Assim, a construcao do modelo proteico foi realizada utilizando o servidor SWISS-
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MODEL (https://swissmodel.expasy.org/), que identifica modelos estruturais por meio do
alinhamento de sequéncias utilizando o algoritmo de busca iterativa de sequéncias ultrarrapidas
baseado em HMM-HMM (HHblits) (Remmert et al., 2012). Com base no alinhamento, a
estrutura com maior similaridade foi selecionada para a construgao do modelo; Assim, o
transportador de extrusdo de multiplos farmacos e compostos toxicos (MATE) de Bacillus
halodurans (PDB: 5C6N) foi escolhido para este estudo (Costa et al., 2025; Radchenko et al.,
2015). Para NorA, a estrutura foi obtida do RCSB Protein Data Bank (https://www.rcsb.org) sob
o codigo PDB 7LO7 (NorA em complexo com Fab25), com uma resolucio de 3,74 A,
determinada por microscopia eletronica, e classificada como uma proteina transportadora de

Staphylococcus aureus/Homo sapiens, como recentemente caracterizada por Brawley et al.

(2022).

Procedimentos gerais de acoplamento

Simulag¢des de acoplamento molecular foram realizadas usando o AutoDock Vina®
(Trott & Olson, 2010), empregando caixas de grade configuradas para abranger completamente
as estruturas alvo. Para a proteina MepA, a caixa de grade foi centrada nas coordenadas 9,189
(x), —19,589 (y) e —19,523 (z), com dimensdes de 84 (x), 98 (y) e 118 (z) A. Para NorA, a caixa
de grade foi centrada em 139,133 (x), 138,065 (y) e 155,834 (z) A, com dimensdes de 108 (x),
126 (y) e 126 (z) A. As estruturas tridimensionais das proteinas e dos ligantes foram previamente
preparadas adicionando cargas parciais de Gasteiger e Kollman, e os hidrogénios apolares foram
fundidos com os 4tomos pesados correspondentes, seguindo os protocolos padrao do AutoDock
Vina®. Todos os outros parametros foram mantidos em seus valores padrao (Wiley et al., 2006).
Cinquenta execugdes de acoplamento independentes foram realizadas por ligante, cada uma
gerando 20 conformagdes de ligagdo (poses), usando um parametro de exaustividade de 64 para
garantir uma amostragem robusta do espago conformacional. A pose representativa foi
selecionada com base na energia livre de ligacao mais favoravel (menores valores de afinidade
previstos) e foi considerada a conformacao mais estavel para analises estruturais e energéticas
subsequentes do complexo ligante-proteina (Agarwal & Smith, 2023).

Para validar estatistica e metodologicamente os protocolos de acoplamento, simulagdes
de reacoplamento foram conduzidas, nas quais as conformacoes do ligante co-cristalizadas foram
reacopladas em suas respectivas proteinas-alvo. A precisdo do redocking foi avaliada pelo
calculo do desvio quadratico médio (RMSD) entre a pose prevista e a estrutura experimental.
Valores de RMSD < 2,0 A foram adotados como critério para validacdo satisfatoria, de acordo
com as recomendacdes da literatura (Yusuf et al., 2008). A estabilidade dos complexos proteina-

ligante foi inferida com base na energia livre de ligagdo estimada a partir das simulagdes.
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Complexos com valores de afinidade inferiores a —6,0 kcal/mol foram considerados
energeticamente favoraveis e potencialmente estaveis (Shityakov & Forster, 2014). Todas as
simulacdes foram conduzidas sob condigdes de parametrizacdo idénticas, garantindo
consisténcia metodologica e permitindo analises comparativas robustas. O desempenho dos
ligantes de interesse foi comparado com os antibidticos de referéncia CCCP (carbonil cianeto
m-clorofenil-hidrazona), CPZ (clorpromazina) e EtBr (brometo de etidio), utilizados como

controles positivos nos respectivos sistemas.

Propriedades de semelhanca a farmacos e ADME

Com base no protocolo descrito por Rocha et al. (2021), as propriedades fisico-quimicas
do composto HDZH2O foram determinadas utilizando o software MarvinSketch (ChemAxon,
licenca académica). Os paradmetros calculados foram avaliados de acordo com os critérios de
semelhanca a fAirmacos, seguindo a regra classica dos cinco de Lipinski (Lipinski, 2004; Lipinski
et al., 2012; Pfizer) e a regra de Veber (Veber, 2002; GSK), que consideram limites criticos para
propriedades como logP, massa molecular, nimero de doadores e aceptores de ligagdes de
hidrogénio, area de superficie polar topologica (TPSA) e nimero de ligagdes rotativas.
Adicionalmente, o algoritmo de otimizacdo multiparamétrica para penetragdo no sistema
nervoso central (CNS MPO) (Pires et al., 2018), implementado no software, foi aplicado para
prever o potencial do composto em atravessar a barreira hematoencefalica (BHE), um critério
relevante para farmacos de agdo central. Os pardmetros farmacocinéticos relacionados a
absorcao, distribuigdo, metabolismo e excre¢do (ADME) foram estimados usando uma
abordagem de consenso, combinando dados preditivos do servidor PreADMET, com base em
modelos in vitro (https://preadmet.bmdrc.kr/adme-prediction/), com resultados das ferramentas
de triagem in silico do servidor SwissADME (http://www.swissadme.ch/), aumentando assim a

robustez das inferéncias sobre a viabilidade biofarmacéutica do composto.

Farmacoéforos toxicos e efeitos toxicologicos

A identificagdo de grupos farmacoforicos foi realizada por meio de triagem virtual de
alto rendimento (HTS) usando a plataforma eMolTox (https://xundrug.cn/moltox). Esse
procedimento permitiu a deteccdo automatizada de subestruturas moleculares associadas a
toxicidade, reatividade quimica ou instabilidade metabodlica, com base em algoritmos preditivos
validados. As subestruturas identificadas como alertas toxicoldgicos foram posteriormente
analisadas quanto a sua correlagdo com potenciais efeitos adversos, usando o composto
HDZH20 como modelo de similaridade estrutural. Esta analise foi complementada com dados

dos bancos de dados preditivos do servidor Pre ADMET (https://preadmet.bmdrc.kr/toxicity/) e
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do ProTox-3.0 (https://tox.charite.de/protox3/index.php?site=home), permitindo a associacao
entre as subestruturas identificadas e os potenciais riscos toxicoldgicos, como hepatotoxicidade,

mutagenicidade, carcinogenicidade e toxicidade aguda.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Efeitos antibacterianos diretos e adjuvantes em cepas portadoras de bomba de efluxo

O efeito antibacteriano da hidrazona foi avaliado contra as cepas 1199B e K2068,
portadoras de bomba de efluxo; entretanto, ndo apresentou uma Concentragao Inibitoria Minima
(CIM) relevante, com valores > 1024 ng/mL. A Tabela 1 abaixo apresenta os valores de CIM da
hidrazona, bem como os dos antibidticos utilizados no ensaio de reversiao da resisténcia

bacteriana e do brometo de etidio, testados contra as cepas empregadas.

Tabela 1: Concentracdo Inibitéria Minima da Hidrazona e das substincias padrdo em cepas de

Staphylococcus aureus.

Substancia S.A 1199B S.A K2068 S.A ATCC 25923
HDZH1,4BENZ > 1024 pg/mL > 1024 pg/mL > 1024 pg/Ml
Norfloxacina 128 pg/mL - 8 ng/Ml
Ciprofloxacina - 17,96 pg/mL 8 ug/mL
Brometo de Etidio 71,84 pg/mL 80,63 ng/mL 5,04 pg/mL

Legend: S.a 1199B = Cepa de Staphylococcus aureus que expressa a bomba de efluxo NorA; S.a
K2068 = Cepa de Staphylococcus aureus que expressa a bomba de efluxo MepA. S.a ATCC 25923
= Cepa de Staphylococcus aureus da American Type Culture Collection que ndo apresenta bomba de
efluxo; Valores sdo descritos como a média de triplicata.

A cepa S.a. ATCC 25923 foi utilizada como controle da expressdo fenotipica das cepas
portadoras de bomba de efluxo, uma vez que ela ndo apresenta mecanismos de efluxo associados a
fluoroquinolonas, servindo como padrao em testes de resisténcia a antibidticos (Nguyen et al., 2021).
A cepa S.a 1199B possui uma mutagao no gene que codifica a enzima topoisomerase (Kaatz; Seo,
1997), bem como uma mutacao do gene NorA, que codifica uma proteina de efluxo (Kaatz; Seo,
1995). Por sua vez, a cepa S.a. K2068 nao possui modifica¢des na topoisomerase, sendo sua mudanga
fenotipica baseada em uma alteragdo no gene MepA, que codifica uma proteina de efluxo (Kaatz;
Moudgal; Seo, 2002).

Os resultados das CIMs confirmam essa modificagdo fenotipica. Para o antibidtico
Norfloxacina (usado como controle na cepa 1199B), houve um aumento de 16 vezes na concentragdo

de antibidtico necessario para inibir o crescimento da cepa 1199B quando comparado com a cepa
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padrao. O mesmo acontece quando comparado a concentracao de ciprofloxacina necessaria para inibir
o crescimento da cepa K2068 em relagao a cepa 25923.

O Brometo de Etidio ¢ uma substancia que serve de substrato para inumeras bombas de
efluxo em cepas de Staphylococcus aureus, incluindo NorA e MepA (Patel et al., 2010). Esse fato
torna o Brometo um agente importante para a detecgdo de bombas de efluxo em cepas bacterinas
(Sepehr; Fereshteh; Shahrokhi, 2022; Rampacci et al., 2021), bem como a busca por novas substancia
capazes de inibir essa forma de resisténcia (Fujiwara et al., 2022; Martin et al., 2023).

Desta forma, os resultados com o Brometo de Etidio confirmam, além da mudanca fenotipica
das cepas em questdo, a presenca das proteinas de efluxo. Para ambas as cepas, 1199B e K2068,
houve um aumento consideravel da concentracdo de Brometo de Etidio necessario para inibir o
crescimento bacteriano (14 vezes para S.a 1199B e 16 vezes para S.a K2068).

Um estudo envolvendo uma série de 19 hidrazonas mostrou resultados que apenas 3
substancias apresentaram atividade antibacteriana direta sobre a cepa de Staphylococcus aureus
1199B, porém, no teste de efeito adjuvante, 10 substancias foram capazes de reduzir a CIM da
norfloxacina ¢ do Brometo de Etidio, mostrando atividade promissora de inibigdo de sistema de
efluxo nesta cepa. Além do mais, uma das hidrazonas do estudo que tiveram atividade adjuvante
sobre a SA 1199B possuia uma cadeia heterociclica com heteroatomos de oxigénio (Dantas et al.,
2018), assim como a HDZH1,4BENZ.

Estudo com composto hidrazonico derivado da hidralazina, possuindo ligantes de hidroxila,
também ndo mostrou atividade antibacteriana direta, mas conseguiu inibir a bomba de efluxo na cepa
de S. aureus 1199B (Campos Lima et al., 2024), mesma cepa utilizada neste artigo. Esses achados
sugerem que compostos hidrazonicos t€ém potencial adjuvante em tratamentos sobre cepas portadoras
de bombas de efluxo, em detrimento a uma atividade antibacteriana direta. Esse foi o comportamento
demonstrado pela HDZH1,4BENZ, uma vez que potencializou o brometo de etidio e os antibioticos
para ambas as cepas portadoras de bomba testadas, como pode ser verificado nas figuras que seguem.

Na Figura 4 abaixo, os valores da redugcdo da CIM do Brometo de etidio na presenca da
clorpromazina (CPZ) evidencia a presenca da bomba de efluxo, uma vez que a clorpromazina ¢ um
inibidor padrao de proteinas de fluxo (Grimsey ef al., 2020), provocando o acimulo de Brometo no
interior da bactéria (Amaral et al., 2010), reduzindo a concetragdo do composto necessaria para inibir
o crescimento bacteriano.

Da mesma forma, a hidrazona HDZH1,4BENZ conseguiu agir sobre o mecanismo de efluxo
da cepa testada. Isso pode ser observado pelo decréscimo da Concentracao Inibitéria Minima de
Brometo de Etidio necessario para inibir o crescimento bacteriano, quando comparamos a associagao

Hidrazona+Brometo com o controle de Brometo.
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Figura 4: Atividade adjuvante da HDZH1,4BENZ, sobre a cepa 1199B, quando associada ao

Brometo de Etidio,

Staphylococcus aureus 1199B
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Um dos inibidores padrdes de bombas de efluxo mais utilizados em ensaios clinicos ¢ a
Cyanide M-Chlorophenyl Hydrazone (CCCP), pertencente ao grupo das hydrazonas e que apresenta
efeito reconhecido sobre bombas que promovem resisténcia a fluoroquinolonas (Jahromy; Ranjbar;
Pishkar, 2020) e, desta forma corrobora com a atividade inibitoria da HDZH1,4BENZ.

A Hidrazona (E)-4-((2-(phthalazin-1-yl)hydrazineylidene)methyl)benzene-1,3-diol,
composto sintetizado a partir da hidralazina, apresentou atividade inibidora da bomba de efluxo
NorA, com efeitos sobre a CIM do Brometo de Etidio equiparaveis ao inibidor padrao CCCP, porém
menos eficiente do que a Clorpromazina (Campos Lima et al., 2024), dando suporte aos achados
deste artigo.

Na Figura 5 observamos que o mecanismo de efluxo também est4 presente na cepa 1199B,
desta vez contra o antibiotico norfloxacina. Isso € verificado pelo decréscimo da CIM, quando o
antibidtico € associado a CPZ. A CIM da Norfloxacina também ¢ reduzida em comparagdo ao controle
quando associada a Hidrazona HDZH1,4BENZ. Devido as razdes explicitadas acima nos estudos de
Kaatz et al., ndo podemos concluir que a hidrazona esteja agindo apenas no mecanismo de efluxo,
mas ha fortes evidéncias que este seja um dos mecanismos afetados pela concentragao subinibitoria

da hidrazona.
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Figura S: Atividade adjuvante da HDZH1,4BENZ, sobre a cepa 1199B, quando associada a

Norfloxacina.
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Andlogos de hidrazonas contendo fragmentos de E-chalconas apresentaram atividade
antibacteriana em investigacdes In vitro e In silico, relacionada a interacdes com a enzima DNA-
Girase (Dammene Debbih ef al., 2024). A DNA girase ¢ uma enzima do tipo Topoisomerase II,
mesmo tipo de enzima da Topoisomerase IV, ambas associadas a duplicacao do DNA, diferindo entre
si pela sequéncia genética, embora que os genes responsaveis pelas suas codificagdes sejam
homologos (Levine; Hiasa; Marians, 1998).

As fluoroquinolonas podem interagir tanto com a topoisomerase [V quanto com a girase,
seja no sitio ativo de clivagem do DNA, seja em um sitio alostérico, fora do sitio ativo, impedindo a
duplicagdo do DNA bacteriano. Novos inibidores da topoisomerase contendo nitrogénio bésico
podem nio se ligar no mesmo sitio das fluoroquinolonas, embora resultados preliminares apontem
no sentido que os sitios ndo possam ser ocupados ao mesmo tempo (Collins; Osheroff, 2024).

Seguindo a premissa de que a hidrazona poderia interagir através do nitrogénio com um sitio
diferente da Norfloxacina, mas esta ndo iria conseguir se ligar ao sitio de inibicdo da
girase/topoisomerase, o efeito apresentado pela HDZH1,4BENZ provavelmente se da pela interagao
com as bombas de efluxo, inibindo seu funcionamento e permitindo que o antibidtico permaneca no
citoplasma bacteriano a fim de interagir com os alvos intracelulares.

Essa falta de interacdo com o segundo mecanismo de resisténcia explicaria a menor
potencializacdo do efeito da Norfloxacina pela hidrazona quando comparado ao efeito potencializador

promovido pela mesma ao interagir com o Brometo, ja& que aqui teriamos dois mecanismos de
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resisténcia conhecido ao antibidtico (agindo em apenas um), em contraposicdo de um mecanismo
conhecido contra o Brometo de Etidio. Quanto a cepa K2068, os dados apresentados na Figura 6
também confirmam a presenca de bomba de efluxo, uma vez que a associagdo do Brometo de Etidio

com a clorpromazina reduziu a CIM do Brometo quando comparado com o controle.

Figura 6: Atividade adjuvante da HDZH1,4BENZ, sobre a cepa K2068, quando associada ao

Brometo de Etidio,

Staphylococcus aureus K2068
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A HDZH1,4BENZ também potencializou o Brometo de Etidio, reduzindo sua CIM em
relacdo ao controle (Figura 6). A Ag¢do da hidrazona, nesta cepa, equiparou-se a a¢do do Inibidor
Padrao de Bomba de Exfluxo (IPBE) clorpromazin, reduzindo a CIM do Brometo de 80,63 pg/mL
para 50,8 pg/mL. Em estudo de Campos ef al., (2024), uma hidrazona derivada da hidralazina, apesar
de ter conseguido inibir a bomba de efluxo da cepa NorA (estudo ja& reportado anteriormente), ndo
conseguiu inibir a bomba de efluxo MepA, presente na cepa K2068.

Analisando as estruturas das duas hidrazonas, ¢ notado uma similaridade na estrutura dos
dois compostos, com o ligante associado ao grupo NH-R igual ao composto deste artigo, mas
diferindo no ligante do grupo N=C-R. Enquanto a hidrazona do estudo de Campos Lima et al., (2024)
apresenta uma cadeia ciclica de carbono associada a hidroxilas nas posi¢des 1 e 3, a HDZH1,4BENZ
apresenta uma cadeia ciclica de carbono associada a uma cadeia heterociclica com 4tomos de carbono.
Esta diferenga na estrutura pode ser responsavel pela diferenga de atividades das duas hidrazonas.

Estudos com derivado de 2-fenilquinolina demonstrou que o composto com cadeia lateral

heterociclica com heterodtomo de Oxigénio foi capaz de inibir o efluxo de Brometo de Etidio em
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cerca de 86% quando comparado com o controle de reserpina, em cepas que expressam proteinas de
efluxo (Sabatini ef al., 2013).

Em estudos com chalconas, a presenca de atomos de oxigénio em cadeias heterociclicas
permitiu modular sinergicamente o Brometo de etidio e a ciprofloxacina em cepas de Staphylococcus
aureus K2068 (Xavier et al., 2021), com efeitos semelhantes ao inibidor padrao quando associadas
ao brometo e com uma relativa diminuicdo do efeito potencializador quando associadas aos
antibidticos (Silva et al., 2021). Esses resultados corroboram com os achados neste artigo. Como
demonstrado na figura 7 abaixo, a HDZH1,4BENZ potencializou o antibidtico Ciprofloxacina, mas

em uma propor¢ao menor do que quando associada ao Brometo de Etidio.

Figura 7: Atividade adjuvante da HDZH1,4BENZ, sobre a cepa K2068, quando associada a

Ciprofloxacina,

Staphylococcus aureus K2068
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Efeito similar foi encontrado em estudo com a hidralazina, composto utilizado na sintese da
hidrazona HDZH1,4BENZ. No referido estudo, a Hidralazina foi capaz de potencializar o antibidtico
ciprofloxacina contra a cepa K2068. Além disso, a Hidralazina agiu no mecanismo de bomba de
efluxo da K2068, na associagdo com o Brometo de Etidio, apresentando efeito equiparado a
clorpromazina (Bento ef al., 2024). A similaridade dos resultados aponta para uma provavel interacao
da porcao hidralazina da hidrazona HDZH1,4BENZ com as proteinas de efluxo NorA e MepA.

Em outro estudo com a hidralazina, esta mostrou-se capaz de interagir com a enzima DNA-
Girase e com alvos moleculares diversos, além de causar danos @ membrana e fragmentagao do DNA

(Nascimento et al., 2024). Apesar da intera¢do da hidralazina com a DNA girasse, o menor efeito da
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hidrazona quando associada aos antibidticos pode ser explicada pelas interagdes alostéricas ja

explicitadas anteriormente.

Acoplamento molecular contra MepA

O estudo comparativo envolvendo os compostos classicos CCCP (carbonil-m-clorofenil-
hidrazona) e EtBr (brometo de etidio), o medicamento comercial CPZ (clorpromazina) € o composto
investigado hidrazona permitiu a avaliagdo de sua capacidade de interagdo molecular com o
transportador de efluxo MepA, um mediador chave da resisténcia antimicrobiana em Staphylococcus
aureus. As energias de afinidade de ligagdo derivadas do acoplamento molecular mostraram que a
hidrazona exibiu afinidade superior (—8,1 kcal/mol) em comparagdo com os outros ligantes,
superando EtBr (—7,9 kcal/mol), CCCP (—6,0 kcal/mol) e CPZ (—5,8 kcal/mol) (Tabela 2).

A validagao do protocolo de simulagdo independente foi avaliada por meio dos valores de
desvio quadratico médio (RMSD) obtidos para os ligantes testados, todos abaixo de 2,0 A, o que
comprova a confiabilidade do método na reprodugdo das conformagdes experimentais dos ligantes
no sitio ativo. Esses valores (CCCP: 1,870 A; CPZ: 1,880 A; EtBr: 1,652 A; hidrazona: 1,704 A)
indicam precisdo adequada no procedimento de (re)docking e confirmam ainda mais a robustez dos
parametros de simulacdo adotados. Além disso, a hidrazona ocupa uma posi¢ao andloga ao dominio
de interacdo dos substratos CCCP e EtBr, bem como do controle clorpromazina (CPZ) (Fig. 8(A)),
sugerindo uma sobreposi¢do espacial relevante para a modulagdo da atividade da proteina.
Consequentemente, a capacidade da hidrazona de se posicionar no mesmo sitio de ligacdo que os
ligantes classicos e o farmaco comercial sugere que este composto pode atuar como um inibidor
competitivo da MepA, bloqueando o canal de extrusdao de multiplos farmacos e impedindo o efluxo

ativo de antimicrobianos intracelulares.

Tabela 2. Dados sobre as interagdes ligante-receptor (L-R) no processo de redocking do agonista
CPZ, dos substratos classicos CCCP e EtBr, e simulacdes de docking molecular da hidrazona, via

receptor da bomba de efluxo MepA.

Composto EA RMSD Tipo de interagdo Residuos/distancias (A)

(keal/mol) @A)

Met33 (2.38), Tyr36 (3.82), Tyr36
CCCP 6.0 1.870  Hidrofobico (4.25), Phel54 (4.50), Prol76 (3.52),
Prol76 (4.12),Alal77(4.39),Asn180

(4.62), Thr202 (3.62)
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Liga¢do de hidrogénio Tyr139 (3.73)

Met33 (1.44), Phe60 (4.05), Met63
CPZ 5.8 1.880 Hidrofébico (4.09), Tyr139 (4.68), Pro176 (5.00),
Thr202 (4.57), GIn206 (4.01)

Empilhamento ©t Phel54 (5.10)

Met 33 (3.61), Met 33 (0.77), Tyr
36 (3.96), Asn37 (4.59), Phe60
(3.65), Phe154 (3.83), Pro176
(3.94), Pro176 (3.36), Thr202
(4.77), GIn206 (4.41)

EtBr -7.9 1.652 Hidrofobico

Ligagdo de hidrogénio  Met33 (3.09)

Met33 (0.69), Tyr 36 (4.17), Phel54
(3.86), Phel54 (4.98), Phel54
(3.73), Asn157 (3.98), Ans158
(4.37), Pro176 (3.92), Pro176
(4.93), Thr202 (3.66),

Hidrazona -8.1 1.704 Hidrofbobico

Ligacdo de hidrogénio Asn37 (4.43)

Observacoes: CCCP: cianeto de carbonil-m-clorofenil-hidrazona. CPZ:Clorpromazina. EtBr:

brometo de etidio.
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GIn206 MepA efflux pump
S. aureus K2068

Phe154 : Phe60
Tyr139 %) = YN * R =
Y Pro176

Phe60

EA: -5.8 kcal/mol (A)
RMSD: 1.880 EA: -7.9 kcal/mol
RMSD: 1.652
(E)
Asn180
Thr202 M Pro176
Pro176
/\ oo, P30
Tyr139 ST Thr202 g

) Ala177
q e Tyr36
Tyr36
Phe154 3 i i
A Ligands == Protein
Met33 g EA: -8.1 kcal/mol
EA: 6.0 kealimol == HydrophobiC == H-bond == 11-Stacking Asn37 RMSD: 1.704

RMSD: 1.870

Figura 8 (A) Visualizacdo tridimensional da ancoragem do ligante na bomba de efluxo MepA, cepa
S. aureus K2068, e visualizacdo tridimensional das interagdes ligante-receptor entre residuos de
aminoacidos (cor azul) da bomba de efluxo MepA para os ligantes (cor nude) (B) CCCP, (C) CPZ,
(D) EtBr e (E) hidrazona (laranja).

Caracterizacio das Interacdoes Moleculares com MepA

A caracterizagdo das interagdes moleculares entre os ligantes avaliados (CCCP, CPZ, EtBr
e hidrazona) e os residuos que constituem o sitio de ligacdo da proteina MepA revelou um padrao
conservado de contatos hidrofobicos, interacdes de ligagdo de hidrogénio e, no caso do CPZ,
interagcdes de empilhamento 7, todos os quais contribuem para a estabilidade do complexo e para o
perfil de afinidade observado.

Para o substrato classico CCCP, as interagdes predominantes foram hidrofobicas,
envolvendo os residuos Met33 (2,38 A), Tyr36 (3,82 A e 4,25 A), Phel54 (4,50 A), Pro176 (3,52 A
e 4,12 A), Alal77 (4,39 A), Asn180 (4,62 A) e Thr202 (3,62 A), que proporcionam um ambiente
apolar favoravel para a acomodacao do ligante. Além disso, a presenca de uma ligacdo de hidrogénio
com o residuo Tyr139 (3,73 A) contribui para a especificidade e estabiliza¢io do ligante dentro do
sitio ativo (Fig. 8(B) e Tabela 2).

O medicamento comercial CPZ estabelece uma rede de interagoes hidrofobicas com Met33
(1,44 A), Phe60 (4,05 A), Met63 (4,09 A), Tyr139 (4,68 A), Pro176 (5,00 A), Thr202 (4,57 A) e
GIn206 (4,01 A). Além disso, uma interacdo de empilhamento m com Phel54 (5,10 A), caracteristica

de anéis aromaticos, reforca a estabilidade do complexo por meio do empilhamento de anéis
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aromaticos entre o ligante e o residuo da proteina, desempenhando um papel crucial na afinidade do
CPZ por MepA (Fig. 8(C) e Tabela 2).

O composto EtBr exibiu multiplas interagdes hidrofobicas, notavelmente com Met33 (3,61
A e 0,77 A), Tyr36 (3,96 A), Asn37 (4,59 A), Phe60 (3,65 A), Phel54 (3,83 A), Pro176 (3,94 A e
3,36 A), Thr202 (4,77 A) e GIn206 (4,41 A). Além disso, EtBr formou uma ligagdo de hidrogénio
com Met33 (3,09 A), o que pode contribuir para a estabilizagdo do ligante dentro do sitio de ligagdo
(Fig. 8(D) e Tabela 2).

A molécula de hidrazona investigada exibiu um perfil de interagdo predominantemente
hidrofobico envolvendo Met33 (0,69 A), Tyr36 (4,17 A), multiplas interagdes com Phel54 (3,86 A,
4,98 A e3,73 A), Asnl157 (3,98 A), Asn158 (4,37 A), Prol176 (3,92 A € 4,93 A), Thr202 (3,66 A) e
GIn206 (4,96 A). Notavelmente, a hidrazona também formou uma liga¢io de hidrogénio com Asn37
(4,43 A), conferindo maior especificidade e estabilidade a interacdo. O contato hidrofobico
extremamente proximo a 0,69 A com Met33 indica um encaixe altamente favoravel, provavelmente
refletindo uma complementaridade estérica e quimica aprimorada entre o ligante e o sitio ativo (Fig.
8(E) e Tabela 2).

O envolvimento recorrente de residuos como Met33, Phel54, Prol176, Thr202 e GIn206 em
interagcdes com todos os ligantes analisados sugere que esses aminodcidos constituem parte do nticleo
funcional do bolso de ligacdo. Met33, em particular, aparece em todos os perfis de interacao,
indicando seu papel fundamental no reconhecimento inicial do ligante. Phe154 contribui por meio de
interagcdes hidrofobicas e de empilhamento m, que sdo especialmente importantes para compostos
aromaticos como CPZ e hidrazona. Em geral, a anélise do padrao de interagdo sugere que a afinidade
superior da hidrazona observada nos calculos energéticos esta associada a sua capacidade de
estabelecer multiplas interagcdes hidrofébicas em combinagdo com ligacdes de hidrogénio
estratégicas, que aumentam a estabilidade do complexo e inibem efetivamente a func¢do do

transportador de efluxo MepA.

Docking molecular contra NorA

Simulag¢des de docking molecular com NorA (S. aureus 1199B) revelaram um desempenho
notavel da molécula de hidrazona investigada, que apresentou uma energia de ligacdo de —7,4
kcal/mol. Esse valor foi mais favordvel do que os obtidos para o farmaco comercial CPZ (-5,2
kcal/mol) e CCCP (—6,8 kcal/mol), ambos usados como controles positivos, destacando o potencial
superior da hidrazona como moduladora da atividade do transportador. Apenas o corante EtBr
apresentou uma energia de ligacdo mais negativa (—7,8 kcal/mol), embora com caracteristicas de

ligacao distintas (Tabela 3).
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A eficacia do protocolo de simulagdo independente foi comprovada pelos valores de RMSD
obtidos nas simulagdes de acoplamento, todos os quais permaneceram abaixo do limite critico de 2,0
A (hidrazona: 1,304 A; CCCP: 1,313 A; CPZ: 1,929 A; EtBr: 1,944 A). Esses resultados confirmam
tanto a precisd@o quanto a consisténcia do modelo computacional na previsao das conformagoes de
ligacao do ligante (Tabela 3).

Do ponto de vista estrutural, observou-se que o composto hidrazona compartilha 0 mesmo
sitio de ligagdo que CCCP e CPZ, sugerindo um mecanismo de inibicdo competitiva que pode ser
mais eficaz devido a sua afinidade significativa (Fig. 9(A)). Em contraste, o EtBr foi posicionado em
um sitio adjacente, o que pode refletir uma preferéncia estérica e eletronica distinta, consistente com

seu perfil altamente polarizavel e planaridade quimica (Fig. 9(A)).

Tabela 3. Dados sobre as interagdes ligante-receptor (L-R) no processo de redocking do agonista
CPZ, dos substratos classicos CCCP e EtBr, e simulacdes de docking molecular da hidrazona, via

receptor da bomba de efluxo NorA

Composto EA RMSD Tipo de interagdo Residuos/distancias (A)

(keal/mol) @A)

Valdd  (3.65), Phed7 (3.49),
CCCP 6.8 1313 Hidrofdbico Ala48(3.96), Asn340 (3.94), Phe341
(4.51), Phe341 (3.56)

‘ ' ~ GIn51(2.32), Arg 310 (3.94), Thr
Ligacdo de hidrogénio 336 (2.19), Asn340 (2.39)

' ' Phel6 (4.43), Phel6 (4.96), Vald4
CPZ -5.2 1.929 Hidrofobico (3.66), Phe47 (4.61), Phed7 (3.90),
Ala48 (4.67), Asn340 (4.73)

Hidrofdbico Phe 140 (4.90), Phe340 (3.61), Tle141
(4.30), Prol44 (3.80), Glu222 (3.92),
Tyr225 (3.75), Tyr225 (4.04), 11e240
(4.12), Tle244 (3.55), 1le244 (3.66),
Phe303 (4.63), Phe303 (4.80)
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EtBr 78 1.944  Ligacdo de hidrogénio Ser226 (3.30), Asp307 (3.24)
Empilhamento & Phe303 (4.83)
Phel6 (3.55), Phel6 (3.96), Tle19
Hidrazona  -7.4 1304 Hidrofobico (3.64), Val44 (3.79), Vald4 (3.63),

Phe47 (3.93), Thr336 (4.63), Asn340
(3.61)

Ligagdo de hidrogénio Arg98 (2.50), Arg98 (4.42), Thr336
(2.54), Asn340 (2.48), Asn340 (4.23)

Notas: CCCP: cianeto de carbonil-m-clorofenil-hidrazona. CPZ: clorpromazina. EtBr: brometo de

etidio.

Asp307
(€) D
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Asn340 «  NorA efflux pump
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RMSD: 1.944 P
Glu202 § A
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ydrop H-bond m-Stacking Argos lle19

Figura 9. (A) Visualizagdo tridimensional da ancoragem do ligante na bomba de efluxo NorA, cepa
S. aureus 1199B, e visualizacdo tridimensional das interagdes ligante-receptor entre residuos de
aminoacidos (cor azul) da bomba de efluxo NorA para os ligantes (cor nude) (B) CCCP, (C) CPZ,
(D) EtBr e (E) hidrazona.
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Analise de sitio de ligacio alternativo e interacado com NorA

Essa localizagdo alternativa pode estar associada a um sitio de ligagdo secundario ou a
regides mais acessiveis da proteina que ndo estdo necessariamente envolvidas no bloqueio direto da
funcao de efluxo. Nesse contexto, a ocupagao do sitio funcional principal pela hidrazona, combinada
com sua energia de ligagdo mais favoravel em comparagao com CPZ e CCCP, destaca seu potencial
como um inibidor seletivo e eficaz de NorA.

A andlise das interagdes entre os ligantes CCCP, CPZ, EtBr e hidrazona com a proteina
NorA (S. aureus 1199B) revelou perfis de interacao distintos, refletindo as caracteristicas estruturais
e funcionais de cada composto. O CCCP, um substrato cléssico para transportadores como NorA,
exibiu fortes interagdes com residuos hidrofobicos e polares. Interagiu predominantemente com
Val44, Phe47 e Phe341, que sdo residuos hidrofébicos, sugerindo uma inser¢ao eficiente no interior
do sitio de ligacdo, onde a estabilizacdo ¢ fornecida pela natureza apolar dessas interacdes (Tabela 3
e Fig. 9(C)).

Além disso, o CCCP formou liga¢des de hidrogénio com GIn51, Arg310, Thr336 e Asn340,
indicando que, embora sua interag¢do seja principalmente hidrofébica, o ligante também se beneficia
de interagdes polares que contribuem para a estabilizagdo adicional do complexo. Esse padrao de
interacao destaca a importancia de Asn340 e Thr336 como potenciais pontos criticos na formagao do
complexo, uma vez que esses residuos sdo frequentemente observados entre diferentes ligantes
(Tabela 3 e Fig. 9(C)).

Em contraste, o CPZ (clorpromazina) interagiu com residuos hidrofébicos como Phel6,
Val44 e Phe47 de maneira semelhante ao CCCP, mas sua interagdo geral com a proteina foi menos
robusta. O CPZ foi caracterizado por um menor niimero de ligacdes de hidrogénio, particularmente
com GIn51 e Thr336, sugerindo que, embora o ligante compartilhe algumas interagdes importantes
com o CCCP, sua afinidade pelo sitio ativo de NorA parece mais superficial (Tabela 3 e Fig. 9(B)).
A estabilidade potencialmente reduzida dessa interagdo pode ser explicada pela auséncia de
interacdes adicionais com residuos polares, como Arg310 e Asn340, que sdo observadas para o
CCCP, mas nao para o CPZ. Esse perfil sugere que a estrutura do CPZ pode ser menos otimizada
para interagdo com NorA do que o CCCP, embora ainda seja capaz de se ligar significativamente ao
sitio (Tabela 3 e Fig. 9(B)).

O brometo de etidio (EtBr) apresentou um comportamento de ligagdao adjacente devido ao
seu posicionamento em relagdo ao sitio de ligagao observado para os outros ligantes. O EtBr interagiu
fortemente com residuos como Phel140, Phe340 e Ile141, que estdo localizados perto do sitio de
ligagdo principal, mas fora de seu nucleo central. Essa disposi¢cdo adjacente sugere um modo de
interacao distinto (Tabela 3 e Fig. 9(D)). Além das interagdes hidrofobicas, o EtBr formou ligagdes

de hidrogénio com Ser226 e Asp307 e participou de interagdes de empilhamento © com Phe303,
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caracterizando um perfil de interagdo mais especifico e diferenciado. Esse comportamento pode
refletir seu papel como substrato que, além dos contatos hidrofobicos, depende de interacdes
aromaticas para estabiliza¢do dentro da regido de liga¢do (Tabela 3 e Fig. 9(D)).

Além disso, a hidrazona exibiu caracteristicas de interacao semelhantes as do CCCP e do
CPZ, mas com afinidade superior, conforme observado nos resultados de acoplamento molecular. A
hidrazona interagiu com Phel6, Val44, Phe47 e Thr336, residuos hidrofobicos essenciais para a
estabilizacdo da interagdo, enquanto se diferenciou por formar ligacdes de hidrogénio com Arg98,
Thr336 e Asn340, que sdo cruciais para a estabiliza¢ao da proteina e a formacao do sitio de ligacao
(Tabela 3 e Fig. 9(E)). Essas intera¢des adicionais sugerem que a hidrazona nao apenas se encaixa
bem no sitio de ligagdo, mas também estabelece interagdes mais estdveis, comparaveis ou até mesmo
superiores as de compostos comerciais como CCCP e CPZ (Tabela 3 e Fig. 9(E)). Ademais, a
presenca recorrente de Asn340 nas interagdes com todos os ligantes, incluindo hidrazona, CCCP e
CPZ, reforga seu papel no mecanismo de agdo e indica sua potencial importancia como residuo alvo

para inibidores eficazes de NorA.

Avaliaciao das Propriedades Fisico-Quimicas e do Perfil de Biodisponibilidade

Os parametros fisico-quimicos e o perfil de biodisponibilidade da hidrazona estdao resumidos
na Tabela 4 e ilustrados no radar de biodisponibilidade mostrado na Figura 10(B). O peso molecular
(PM) de 290,32 g/mol e a area de superficie polar topoldgica (TSPA) de 59,32 A2 indicam que o
composto apresenta polaridade adequada, favorecendo a permeabilidade celular. A lipofilicidade
estimada, determinada por algoritmos de particdo, apresentou valores de logP de 3,53 (ChemAxon)
e 2,82 (método de Crippen), que estdo de acordo com a regra dos cinco de Lipinski e os critérios de

Veber, corroborando uma biodisponibilidade oral favoréavel.

Tabela 4. Propriedades fisico-quimicas e perfil de semelhanga a firmacos da hidrazona.

Propriedade fisico-quimica Valor Fonte

Peso molecular 290,32 CheAxon

LogP 3,07 CheAxon

WlogP 2,82 Método de Wildman
Aceitadores de ligacoes de 4,0 CheAxon
hidrogénio

Doadores de ligagcdes de 1,0 CheAxon
hidrogénio

Ligagdes rotativas 3,0 CheAxon
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Area de superficie polar 59,32 CheAxon
topologica
pKa (centro mais basico) 5,83 CheAxon
logD em pH 6.4 3,07 CheAxon
logD em pH 7,4 3,07 CheAxon
LogS -5,14 CheAxon
Regra dos cinco Aceito Meétodo de Lipinski
Regra GSK Aceito Meétodo de Veber
Pontuacgo MPO do SNC 5,21 CheAxon
(Pfizer)
logP
(A) High  (B) Y
pKa
logP: 3.07 Low HBD
TPSA: 59.40 A®
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Figura 10. (A) Mapa de superficie do potencial de lipofilicidade molecular (MLP) da base conjugada

a hidrazona (logD7,4), (B) radar de otimiza¢do multiparamétrica (MPO) que expressa o grau de

desejabilidade ADME. O espectro MPO foi especificamente analisado alinhando (C) TPSA e logP

para estimar o perfil de permeabilidade no SNC. (D) MW ¢ logD em pH 7,4 para estimar o perfil de

absor¢do oral e a estabilidade metabdlica e por alinhamento.
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A semelhanca entre os valores de logD e logP, ambos préximos de 3,53, indica que a forma
predominante do composto ¢ em grande parte neutra, exibindo um perfil lipofilico-hidrofilico bem
equilibrado. Essa caracteristica ¢ favoravel a permeabilidade da membrana e a absorc¢ao intestinal.
Assim, o valor de pKa de 5,83, associado a um grupo amina presente em um dos anéis aromaticos e
na cadeia alifatica, indica a presenca de um centro basico capaz de aumentar a lipofilicidade em
condi¢des fisioldgicas, conforme ilustrado no grafico da Figura 10(A) e nos dados apresentados na
Tabela 4.

Nesse contexto, a aplicacdo do indice de Otimizagao Multiparamétrica do Sistema Nervoso
Central (CNS MPO), mostrado na Figura 10(C), resultou em uma pontuagdo de 5,21, indicando que
o composto atende aos critérios de semelhanga a fairmacos e pode apresentar atributos desejaveis,
como alta permeabilidade passiva (Papp), baixo efluxo mediado pela glicoproteina P (P-gp) e
depuracdo metabodlica reduzida (Yee, 1997). Além disso, como ilustrado na Figura 10(D), a
hidrazona, com base em seus critérios de semelhanga a farmacos, ¢ classificada no quadrante de

compostos com agao central no conjunto de dados de referéncia da Pfizer.

Propriedades Farmacocinéticas Previstas

Considerando sua neutralidade em condigdes fisiologicas e conformidade com os limites
estabelecidos pela regra dos cinco de Lipinski (PM <500, logP <5, HBA <10, HBD <5), a hidrazona
apresenta baixa probabilidade de ser transportada pela glicoproteina P (P-gp), resultando em alta
absorcao intestinal humana prevista (HIA = 95,84%) (Daina, Michielin & Zoete, 2017) (Tabela 5).
Portanto, com base em suas propriedades fisico-quimicas e biodisponibilidade prevista, o composto
apresenta uma probabilidade estimada de 55% de atingir pelo menos 10% de absor¢ao oral em
modelos de ratos, que sdo comumente utilizados como preditores do comportamento farmacocinético

humano.

Tabela 5. Farmacocinética pelos modelos ADME dos servidores web SwissADME e pre ADMET

Perfil ADME PreADMET SwissADME

F>10% (Biodisponibilidade) Nao relatado 0,55

Inibidor de P-gp Nao Nao relatado
Substrato de P-gp Nao relatado Nao

HIA  (Absorcdo intestinal 95,84% Alta

humana)

PPB (Ligacdo a proteinas 92,78% Nao relatado

plasmaticas)
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BBB (Barreira 8,27x10-2 cm/s (Papp)* +++

hematoencefalica)

Substrato de CYP3A4 Sim Nao relatado
Substrato de CYP2D6 Nao Nao relatado
Inibidor de CYP3A4 Nao Nao
Inibidor de CYP2D6 Nao Nao
Inibidor de CYP2C9 Sim Sim
Inibidor de CYP2C19 Sim Nao

Nota: A penetragdo do servidor PreADMET na barreira hematoencefalica (BHE) foi estimada pelo
modelo de permeabilidade passiva in vitro (Papp) da linhagem celular Madin-Darby Canine Kidney
(MDCK).

A ligagdo estimada as proteinas plasmaticas (PPB = 92,78%) indica que o composto
provavelmente se distribuird amplamente entre o plasma e varios tecidos, aumentando assim a
probabilidade de atingir o sistema nervoso central. De forma consistente, o indice de permeabilidade
aparente calculado (Papp = 8,27 X 1072 cm/s) no modelo in vitro de células renais caninas de Madin-
Darby (MDCK), obtido usando o Pre ADMET, sugere permeabilidade moderada através da barreira
hematoencefalica (BHE), conforme corroborado pelo modelo BOILED-Egg do SwissADME (Tabela
6).

A andlise do metabolismo do HDZHBEZTIOF pelas isoformas do citocromo P450
(CYP450) indica uma baixa propensdo ao metabolismo pelo CYP2D6, sugerindo uma taxa de
depuracao reduzida e uma meia-vida plasmatica prolongada. No entanto, o composto apresentou
probabilidade de metabolismo via CYP3A4, o que pode estar associado a diferencas na
permeabilidade aparente, uma vez que o metabolismo por essa isoforma pode limitar a
permeabilidade efetiva. Em paralelo, o HDZHBEZTIOF demonstra um forte potencial para inibir as
isoformas CYP2C19 e CYP2C9, o que pode resultar em aumento das concentragdes plasmaticas de

medicamentos coadministrados que dependem dessas enzimas para biotransformagado (Tabela 6).

Efeitos Toxicologicos

A avaliacdo toxicologica da hidrazona utilizando as plataformas PreADMET, ProTox-3.0 e
GUSAR Online sugere que o composto apresenta baixa hepatotoxicidade; no entanto, a presenca de
um fragmento de anilina indica um potencial risco mutagénico. Além disso, as previsdes de dose letal
obtidas a partir do ProTox-3.0 (DLso = 350 mg/kg) e do GUSAR Online (DLso = 752,5 mg/kg)
indicam que efeitos adversos significativos podem ocorrer em doses subletais, apontando para um

risco toxico moderado em condigdes de exposigao fisiologica (Tabela 6).
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Tabela 6. Parametros de toxicidade e dose letal oral (DL50) pela previsao consensual das ferramentas

online Pre ADMET e ProTox-II.

Propriedades toxicas ~ PreADMET PreADMET GusarOnline

DILI Nao relatado - (0,53%) Nao relatado

AMES Mutagénico Mutagénico +(0,60) Nao relatado

Inibidor de hRERG Risco médio Nao relatado Nao relatado

LD50 Negativo 1557 mg/kg (classe 4) 752,500 mg/kg (classe 4)
CONCLUSAO

A hidrazona ndo exibiu atividade antibacteriana intrinseca contra cepas de Staphylococcus
aureus que expressam as bombas de efluxo NorA e MepA. No entanto, interagiu com as bombas de
efluxo NorA e MepA das cepas S. aureus 1199B e S. aureus K2068, potencializando o efeito do
brometo de etidio. Além disso, o HDZH1,4BENZ aumentou a atividade dos antibioticos norfloxacina
e ciprofloxacina contra as cepas testadas. Uma provavel interacdo com a DNA girase na cepa 1199B,
bem como mecanismos secundarios na cepa K2068, ndo favoreceram a potencializagdo dos
antibidticos, sendo a inibicdo da bomba de efluxo o mecanismo primario mais provavel envolvido.
Heteroatomos de oxigénio podem estar envolvidos na inibi¢do das proteinas de efluxo na cepa S.
aureus 1199B. Estudos in silico, incluindo docking molecular e predi¢cdes farmacocinéticas,
corroboraram os achados experimentais ao demonstrar alta seletividade do composto pelas proteinas
NorA e MepA, com valores de ligacdo energeticamente e estatisticamente relevantes quando
comparado com substratos classicos e clorpromazina. Concordando com esses achados, a
investigacdo das propriedades farmacocinéticas demonstrou alto grau de similaridade com
medicamentos ativos por via oral, com volume de distribui¢do satisfatorio e risco moderado de

toxicidade por ingestao.
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5 CONSIDERACOES FINAIS

5.1 CONCLUSOES GERAIS

A crescente e alarmante resisténcia aos antimicrobianos representa uma ameaca a saude
publica, comprometendo a eficacia de tratamentos. Nesse contexto, a escassez de novos antibidticos
tem impulsionado a busca por estratégias inovadoras, como o reposicionamento de farmacos e a
identificacdo de inibidores de bombas de efluxo. Esta pesquisa se insere nesse panorama,
investigando o potencial de um derivado da hidralazina, a hidrazona HDZH1,4BENZ, como um
agente capaz de enfrentar a resisténcia em cepas de Staphylococcus aureus que expressam bombas
de efluxo do tipo NorA e MepA.

Os resultados dos ensaios de atividade direta indicaram que a hidrazona HDZH1,4BENZ
apresentou niveis de atividade antibacteriana que, embora mensuraveis, nao foram tao altos, com isso,
ndo apresentou atividade direta. As Concentragdes Inibitérias Minimas (CIMs) foram superiores a
1024 pg/mL para todas as cepas de Staphylococcus aureus testadas, foram testadas as cepas
portadoras de bombas 1199B e K2068. Esse achado corrobora com a literatura existente para
compostos hidrazonicos semelhantes.

Os dados obtidos apresentados cepas 1199B, quando associada ao brometo de etidio (EB)
reforcam a eficacia da hidrazona HDZH1,4BENZ como potencial inibidor de bombas de efluxo em
Staphylococcus aureus 1199B. A reducgdo significativa da concentragdo inibitéria minima (CIM) do
Brometo de Etidio (EB) quando associado a clorpromazina (CPZ) valida a presenca da bomba NorA,
ja que a CPZ ¢ um inibidor conhecido desse sistema. Notavelmente, o efeito semelhante observado
com a associagdo HDZH1,4BENZ + EB evidencia que a hidrazona foi capaz de modular o mecanismo
de efluxo da cepa resistente. A comparacdo entre os grupos demonstra que a HDZH1,4BENZ reduziu
a CIM de forma estatisticamente significativa.

Quando combinada a Norfloxacina as informacodes extraidas demonstraram claramente a
capacidade da hidrazona HDZH1,4BENZ de atuar como potencial adjuvante na modulacdo da
resisténcia antimicrobiana da cepa Staphylococcus aureus 1199B frente a norfloxacina. A redugao
significativa da concentragdo inibitoria minima (CIM) do antibidtico quando associado a
clorpromazina (CPZ) confirma a presenca da bomba de efluxo NorA, visto que a CPZ ¢ reconhecida
como um inibidor padrdao desse sistema. De forma semelhante, a associacdo da norfloxacina com a
HDZH1,4BENZ resultou em diminui¢do da CIM em relagdo ao controle, evidenciando a capacidade
do composto de interferir nos mecanismos de resisténcia da cepa, ainda que de forma estatisticamente

mais modesta.
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Embora os dados reforcem a hipotese de que a hidrazona HDZH1,4BENZ atue sobre a bomba
de efluxo NorA, ndo se pode descartar a possibilidade de atuacao adicional em outros alvos celulares.
Assim, os achados indicam que a HDZH1,4BENZ possui potencial adjuvante, promovendo a redugao
da resisténcia bacteriana a norfloxacina, o que pode representar uma estratégia promissora para o
resgate da eficacia de antibioticos frente a cepas multirresistentes como a S. aureus 1199B.

Sobre a cepa K2068, quando empregada ao brometo de etidio, demonstram a eficicia da
HDZH1,4BENZ na modulagdo da resisténcia bacteriana mediada pela bomba de efluxo MepA na
cepa Staphylococcus aureus K2068. A redugdo altamente significativa da concentracao inibitéria
minima (CIM) do Brometo de Etidio (EB) quando associado tanto a clorpromazina (CPZ) quanto a
HDZH1,4BENZ, podendo confirmar a presenca ativa do mecanismo de efluxo nessa cepa. A CPZ,
como inibidor padrio, reforca a confiabilidade do modelo experimental, enquanto o desempenho
semelhante da hidrazona evidencia seu potencial como adjuvante na inibigdo da MepA, permitindo
maior acimulo intracelular do substrato e consequente redugao da concentragao necessaria para inibir
o crescimento bacteriano.

Esses achados sdo consistentes com a hipdtese de que a HDZH1,4BENZ atua primariamente
sobre as bombas de efluxo, permitindo o resgate da atividade antimicrobiana de substancias como o
Brometo de Etidio. A atuacdo da hidrazona sobre a cepa K2068, que nao possui alteragdes na
topoisomerase, mas apresenta modificagdo no gene mepA, sugere que seu mecanismo de agdo se da
por bloqueio da expulsdo do composto do interior da célula. Assim, a HDZH1,4BENZ se confirma
como uma molécula promissora no desenvolvimento de adjuvantes terapéuticos destinados a
combater cepas de S. aureus multirresistentes mediadas por proteinas de efluxo, ampliando a
aplicabilidade desse composto em diferentes perfis de resisténcia bacteriana.

Os dados apresentados na cepa K2068 utilizando a Ciprofloxacina, confirmam o efeito
adjuvante da hidrazona HDZH1,4BENZ na cepa Staphylococcus aureus K2068 frente ao antibidtico
ciprofloxacina. A redu¢do da concentracio inibitdria minima (CIM) na associagdo da ciprofloxacina
com a clorpromazina (CPZ), um inibidor padrdo de bombas de efluxo, comprova a atuagdo da
proteina MepA nesta cepa. De forma semelhante, a associacdo da ciprofloxacina com a
HDZH1,4BENZ também resultou em diminui¢do significativa da CIM, ainda que em menor
magnitude do que o observado na associacdo com CPZ. Este comportamento estd alinhado com
estudos anteriores que indicam que compostos contendo por¢des hidralazina e cadeias laterais
heterociclicas podem interagir seletivamente com proteinas de efluxo bacterianas, permitindo maior
reten¢do do antibidtico no citoplasma (BENTO et al., 2024; XAVIER et al., 2021).

A menor reducdo da CIM da ciprofloxacina em relacdo ao efeito mais pronunciado observado
com o Brometo de Etidio pode ser explicada pela presenca de multiplos mecanismos de resisténcia

na cepa K2068, onde a HDZH1,4BENZ provavelmente atua principalmente sobre o sistema de
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efluxo. A possivel interagdo da porcao hidralazina da molécula com a proteina MepA reforga o
potencial deste composto como adjuvante terapéutico, como ja sugerido por estudos com derivados
de hidralazina e chalconas (SABATINI et al., 2013; CAMPOS LIMA et al., 2024).

O principal achado deste trabalho e a sua contribuicdo mais significativa reside na sua
atividade adjuvante. Em concentragdes subinibitorias, a HDZH1,4BENZ demonstrou um efeito
potencializador robusto, reduzindo as CIMs do brometo de etidio, da norfloxacina e da ciprofloxacina
nas cepas de S. aureus 1199B (NorA) e K2068 (MepA).

A validagdo do sistema experimental ¢ crucial para a interpretacao dos resultados. As CIMs
elevadas de norfloxacina e ciprofloxacina nas cepas resistentes, quando comparadas a cepa controle
ATCC 25923, confirmam a expressao fenotipica de resisténcia.

O presente estudo oferece uma contribui¢do original e de grande relevancia para a quimica
medicinal e microbiologia, especialmente ao demonstrar que a hidrazona HDZH1,4BENZ atua como
um inibidor de duas bombas de efluxo cruciais em S. aureus: a NorA e a MepA. Este ¢ um achado
significativo, pois estudos prévios com um composto hidrazonico similar, derivado da hidralazina,
mostraram inibi¢ao apenas da bomba NorA, mas ndao da MepA.

A diferenga na atividade bioldgica de um composto de estrutura semelhante sugere uma
valiosa relacao entre a estrutura quimica e a atividade inibitoria, indicando que a cadeia heterociclica
com atomos de oxigénio presente na HDZH1,4BENZ pode ser o fator determinante para seu espectro
de inibi¢do mais amplo. Essa correlagdo ¢ apoiada por estudos com outros compostos que contém
atomos de oxigénio em anéis heterociclicos (SABATINI et al., 2013; XAVIER et al., 2021).

Portanto, a HDZH1,4BENZ surge como um prototipo molecular de grande potencial,
fornecendo um ponto de partida para o desenvolvimento de inibidores de efluxo de amplo espectro,
que podem ser empregados em terapias combinadas para combater a multirresisténcia bacteriana, um
problema que existe na satide publica.

E nos estudos in silico, incluindo docking molecular e predi¢cdes farmacocinéticas, os
resultados reforgaram de forma confiavel os achados experimentais ao evidenciar elevada afinidade
e seletividade do composto pelas bombas de efluxo NorA e MepA, com valores de ligacao
energeticamente e estatisticamente relevantes em comparagdo a substratos classicos e a
clorpromazina. Em consonancia, a avaliagdo farmacocinética revelou forte similaridade com
farmacos de administracdo oral, além de perfil favoravel de distribuicdo e risco toxicoldgico

moderado por ingestao.

5.2 PERSPECTIVAS DE INVESTIGACOES FUTURAS
Apesar dos resultados promissores, mais estudos sao necessarios para elucidar completamente

o mecanismo de a¢do da hidrazona HDZH1,4BENZ. Ensaios adicionais devem ser conduzidos para
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verificar se a interagdo do composto com proteinas de efluxo ¢ direta ou se envolve vias regulatorias
secundarias. Além disso, analises estruturais e moleculares, como cristalografia de proteinas ou
modelagem molecular, poderiam ajudar a identificar os sitios de ligagdo especificos da
HDZH1,4BENZ nas bombas NorA ¢ MepA. Esse conhecimento seria essencial para a otimizacgao
racional da molécula, visando maior especificidade e poténcia.

Outra vertente importante para investigagdes futuras serd o teste da HDZH1,4BENZ em um
painel mais amplo de patogenos clinicos multirresistentes, incluindo outras espécies Gram-positivas
e Gram-negativas, para avaliar a possivel atuacdo como um inibidor de efluxo de amplo espectro.
Adicionalmente, a realizacdo de estudos in vivo, serd fundamental para verificar a seguranca,
biodisponibilidade e eficicia terapéutica do composto em condigdes clinicas simuladas. Tais
abordagens poderiam confirmar se os efeitos observados in vitro se traduzem em beneficio clinico.

Por fim, a HDZH1,4BENZ pode servir como base para o desenvolvimento de estruturas
correlatas. Modificagcdes na cadeia lateral heterociclica ou na por¢ao hidralazina poderiam ser
exploradas para melhorar a afinidade com diferentes bombas de efluxo ou para minimizar possiveis
efeitos colaterais. O avango dessas investigagcdes poderd contribuir significativamente para o
enfrentamento da resisténcia bacteriana, oferecendo novas alternativas para a combinacdao de

antibidticos e inibidores de efluxo em terapias antimicrobianas.

52

Consideragdes Finais



6 REFERENCIAS

ABOU HEIDAR, N. F. et al. Management of urinary tract infection in women: A practical approach
for everyday practice. Urology annals, v. 11, n. 4, p. 339-346, 2019.

BAIOMY, Amr A.; SHAKER, Ghada H.; ABBAS, Hisham A. Sensitizing multi drug resistant
Staphylococcus aureus isolated from surgical site infections to antimicrobials by efflux pump
inhibitors. African Health Sciences, v. 20, n. 4, p. 1632, 2020.

BENTO, Ana Joyce De Morais et al. Quantum-chemical calculation, antibiotic potentiating activity,
evaluation of efflux pump inhibition against S. aureus multi-resistant strains and molecular docking
of the drugs isoniazid and hydralazine. Journal of Molecular Structure, p. 138474, 2024.

BLAIR, J. M. A. et al. Molecular mechanisms of antibiotic resistance. Nature reviews
microbiology, v. 13, n. 1, p. 42-51, 2015.

BRITO, G. B. D.; TREVISAN, M. O uso indevido de antibioticos e o eminente risco de resisténcia
bacteriana. Revista Artigos. Com, v. 30, n. 7902, p. 9, 2021.

BRUSSOW, H. The antibiotic resistance crisis and the development of new antibiotics. Microbial
Biotechnology, [s. L], v. 17, n. 2, p. el4510, 2024. Disponivel em:
https://pmc.ncbi.nlm.nih.gov/articles/PMC11226406/.

CACHIBA, T. H. et al. Sintese ¢ avaliagdo preliminar da atividade antibacteriana e antifungica de
derivados N-acilidrazénicos. Quimica Nova, v. 35, p. 1566-1569, 2012.

CAMPOS LIMA, Igor Kleber et al. Structural Characterization, Dft Calculations, Admet
Studies, Antibiotic Potentiating Activity, Evaluation of Efflux Pump Inhibition of Hydrazone
Derivative of the Drug Hydralazine. Available at SSRN: https://ssrn.com/abstract=4775685 or
http://dx.doi.org/10.2139/ssrn.4775685. 2024.

CHETRYI, Shiela. The culmination of multidrug-resistant efflux pumps vs. meager antibiotic arsenal
era: Urgent need for an improved new generation of EPIs. Frontiers in Microbiology, v. 14, p.
1149418, 2023.

CHEUNG, Gordon YC; BAE, Justin S.; OTTO, Michael. Pathogenicity and virulence of
Staphylococcus aureus. Virulence, v. 12, n. 1, p. 547-569, 2021.

CURRENT STATUS, Challenges, and Future Directions. Clinical Pharmacology & Therapeutics,
107. https://doi.org/10.1002/cpt.1769.

CURRENT STATUS, Challenges, and Future Directions. Clinical Pharmacology &
Therapeutics,107. https://doi.org/10.1002/cpt.1769.

COSTA, A.L.P.;SILVA JUNIOR, A. C. S. Resisténcia bacteriana aos antibidticos e Saude Publica:

uma breve literatura. Estacdo Cientifica (UNIFAP), v. 7, n. 2, p. 45-57, 2017. DOL:
10.18468/estcien.2017v7n2.p45-57.

53

Referéncias


https://pmc.ncbi.nlm.nih.gov/articles/PMC11226406/
http://dx.doi.org/10.2139/ssrn.4775685.%202024
https://doi.org/10.1002/cpt.1769
https://doi.org/10.1002/cpt.1769

MORALIS OLIVEIRA-TINTINO, Cicera D. et al. NorA, Tet (K), MepA, and MsrA efflux pumps in
Staphylococcus aureus, their inhibitors and 1, 8-naphthyridine sulfonamides. Current
Pharmaceutical Design, v. 29, n. 5, p. 323-355, 2023.

EBBENSGAARD, Anna Elisabeth; LOBNER-OLESEN, Anders; FRIMODT-MOLLER, Jakob. The
role of efflux pumps in the transition from low-level to clinical antibiotic resistance. Antibiotics, v.
9,n. 12, p. 855, 2020.

EICHENBERGER, Emily M.; THADEN, Joshua T. Epidemiology and mechanisms of resistance of
extensively drug resistant Gram-negative bacteria. Antibiotics, v. 8, n. 2, p. 37, 2019.

FARHA, Maya A.; FRENCH, Shawn; BROWN, Drug repurposing for antimicrobial discovery.
Nature Microbiology, 4, 565 - 577. 2019

FERREIRA, B. L. S.; OLIVEIRA, T. C. Resisténcia bacteriana e sua relacio com o consumo
incorreto de antibioticos. Revista Multidisciplinar em Satde, v. 2, n. 2, p. 48-48, 2021.

FURLAN, L.; CARAMELLLI, B. The regrettable story of the “Covid KIT” and the “Early Treatment
of Covid-19” in Brazil. The Lancet Regional Health—-Americas, v. 4, 2021.

GARCIA, J. V. A. S.; COMARELLA, L. O uso indiscriminado de antibioticos e as resisténcias
bacterianas. Satiide e Desenvolvimento, v. 10, n. 18, p. 78-87, 2021.

GELATTIL L. C.; BONAMIGO, R. R.; BECKER, A. P.; D’ AZEVEDO, P. A. Staphylococcus aureus
resistentes a meticilina: disseminagdo emergente na comunidade. Anais Brasileiros de
Dermatologia, v. 84, n. 5, p. 501-506, set. 2009.

GOMES, T. A.T. et al. Diarrheagenic escherichia coli. brazilian journal of microbiology, v. 47, p.
3-30, 2016.

GUILHELMELLL F.; VILELA, N.; ALBUQUERQUE, P.; DERENGOWSKI, L. DA S.; PEREIRA,
I. S.; KYAW, C. M. Antibiotic development challenges: the various mechanisms of action of
antimicrobial peptides and of bacterial resistance. Frontiers in Microbiology, v. 4, p. 353, 2013.

GUIMARAES, D. G. et al. Investigagio do Potencial Biolégico de Hidrazonas Obtidas
Sinteticamente na Ultima Década (2006-2016): Uma Revisdo Sistematica. Rev. Virtual Quim, v. 9,
n. 6, p. 2551-2592, 2017.

GUIMARAES, D. G. et al. Investigagio do Potencial Biolégico de Hidrazonas Obtidas
Sinteticamente na Ultima Década (2006-2016): Uma Revisdo Sistematica. Rev. Virtual Quim, v. 9,
n. 6, p. 2551-2592, 2017.

GUIMARAES, D. O.; MOMESSO, L. DA S.; PUPO, M. T. Antibidticos: importancia terapéutica e
perspectivas para a descoberta e desenvolvimento de novos agentes. Quimica Nova, v. 33, n. 3, p.
667-679,2010. DOI: 10.1590/S0100-40422010000300035.

HANDOKO, D. A.; SETYAWATI, T.; ASRINAWATI, A. N. Teste de eficacia antibacteriana do
extrato de folha de cereja (Muntigia calabura L.) contra a bactéria Escherichia coli. Med Tadulako
J Ilm Kedokt, v. 6, n. 1, 2019.

HOWDEN, Benjamin P. et al. Staphylococcus aureus host interactions and adaptation. Nature
Reviews Microbiology, v. 21, n. 6, p. 380-395, 2023.

54

Referéncias



JANG, J. et al. Environmental Escherichia coli: ecology and public health implications—a
review. Journal of applied microbiology, v. 123, n. 3, p. 570-581, 2017.

LEKSHMI, M.; AMMINI, P;ADIJEL J.; SANFORD, L. M.; SHRESTHA, U.; KUMAR, S
VARELA, M. F. Modulation of antimicrobial efflux pumps of the major facilitator superfamily in
Staphylococcus aureus. AIMS Microbiology, v. 4, n. 1, p. 1-18, 2018.

LIMA, M. F. P. et al. Staphylococcus aureus e as infecgdes hospitalares—Revisao de
Literatura. Uninga Review, v. 21, n. 1, 2015.

LOUREIRO, R. J.; ROQUE, F.; RODRIGUES, A. T.; HERDEIRO, M. T.; RAMALHEIRA, E. O
uso de antibidticos e as resisténcias bacterianas: breves notas sobre a sua evolucdo. Revista
Portuguesa de Saude Publica, v. 34, n. 1, p. 77-84, 2016.

LUNA, L. S. LUNA, Isadora Silva et al. Sintese e avaliacdo do potencial antimicrobiano de novos
derivados 2-amino-tiofénicos obtidos a partir de 1, 4-ditiano-2, 5-diol. 141 p. Dissertacdo
(Mestrado). Universidade Federal da Paraiba, Jodo Pessoa. 2017.

MARTIN, A. L. A. R. Efeito in vitro e in silico de derivados cumarinicos na inibicao da funcao
da bomba de efluxo MepA e NorA em Staphylococcus aureus. 2023. 101 f. Tese (Doutorado em
Farmacologia) — Faculdade de Medicina, Universidade Federal do Ceard, Fortaleza, 2023.

MARTIN, Ana Luiza de Aguiar Rocha. Efeito in vitro e in silico de derivados cumarinicos na
inibicdo da funcio da bomba de efluxo MepA e NorA em Staphylococcus aureus. 2023. 99 p.
Tese de Doutorado (Doutorado em Farmacologia) - Universidade Federal do Ceara, Programa de
Po6s-Graduacdao em Farmacologia, Fortaleza/CE, 2023.

MIRANDA, L. C. S.; VIEIRA, R. M. S.; SOUZA, T. F. M. P. Consequéncias do uso inadequado
de antibidticos: uma revisao de literatura. Research, Society and Development, v. 11, n. 7, p.
e58411730225-e58411730225, 2022.

MORALES, K. F. P. et al. Perfil de farmacorresistencia microbiana en adultos con infeccion del
tracto urinario en una poblacion de Pichincha-Ecuador. Revista Médica-Cientifica CAMbios
HECAM, v. 20, n. 1, p. 10-14, 2021.

MORALES-ESPINOSA, R. et al. Patrones de susceptibilidad antimicrobiana “in vitro” de bacterias
Gram negatives asilades de infeccion de vias urinarias en pacientes ambulatorios de una clinica del
sur de la Ciudad de México. Revista Clinica de Medicina de Familia, v. 13, n. 2, p. 131-138, 2020.

MUNITA, J. M.; ARIAS, C. A. Mechanisms of Antibiotic Resistance. Microbiology Spectrum, v.
4,n.2,p.4.2.15,2016.

NASCIMENTO, F. B. S. A. Avaliacao da atividade antifiungica da hidralazina, seu efeito
sinérgico com itraconazol e mecanismo de acdo sobre cepas de Candida spp. resistentes ao
fluconazol. 2018. 71 f. Dissertacdo (Mestrado em Microbiologia Médica) - Faculdade de Medicina,
Universidade Federal do Ceara, 2018.

NERY, K. L. F. B. et al. A¢ao antimicrobiana ¢ moduladora da resisténcia de derivados da hidrazida
em cepas multirresistentes de Staphylococcus aureus: uma revisao integrativa. Peer Review, v. 5, n.
17, p. 499-514, 2023.

55

Referéncias



NISHINO, Kunihiko ef al. Function and inhibitory mechanisms of multidrug efflux pumps. Frontiers
in Microbiology, v. 12, p. 737288, 2021.

OGAWARA, Hiroshi. Comparison of antibiotic resistance mechanisms in antibioticproducing and
pathogenic bacteria. Molecules, v. 24, n. 19, p. 3430, 2019.

OLIVEIRA, R. C. Analise estrutural e espectroscopica, avaliacao da atividade antibacteriana e
de bomba de efluxo da mistura triterpénica o,f-amirina isolada da resina Protium
heptaphyllum (Aubl.) Marchand. 2021. 169 p. Dissertacao (Mestrado em Quimica Biologica) -
Universidade Regional do Cariri, Programa de P6s-Graduagdo em Quimica Biologica, Crato, 2021.

PASSOS, R. C. S. Obtenc¢io de novos derivados isoxazolinicos por hibridacio molecular e
avaliacdo do potencial antibacteriano e antifingico. 86 p. Dissertagao (Mestrado). Universidade
Federal de Pernambuco, 2012.

PINHEIRO, P. G. ef al. Antibacterial activity and inhibition against Staphylococcus aureus NorA
efflux pump by ferulic acid and its esterified derivatives. Asian Pacific Journal of Tropical
Biomedicine, v. 11, n. 9, p. 405-413, 2021.

RASHEED, Narin A.; HUSSEIN, Nawfal R. Staphylococcus aureus: an overview of discovery,
characteristics, epidemiology, virulence factors and antimicrobial sensitivity. European Journal of
Molecular & Clinical Medicine, v. 8, n. 3, p. 1160-1183, 2021.

RASHEED, Narin A.; HUSSEIN, Nawfal R. Staphylococcus aureus: an overview of discovery,
characteristics, epidemiology, virulence factors and antimicrobial sensitivity. European Journal of
Molecular & Clinical Medicine, v. 8, n. 3, p. 1160-1183, 2021.

ROCHA, J. E. et al. Antibacterial and antibiotic modifying activity, ADMET study and molecular
docking of synthetic chalcone (E)-1-(2-hydroxyphenyl)-3-(2, 4-dimethoxy-3-methylphenyl) prop-2-
en-1-one in strains of Staphylococcus aureus carrying NorA and MepA efflux pumps. Biomedicine
& Pharmacotherapy, v. 140, p. 111768, 2021.

RUIZ-MAGANA, et al. The antihypertensive drug hydralazine actives the intrinsic pathaway of
apoptosis and causes DNA damage in leukemic T cells. Oncotarget, v.7, n.16, p. 21875- 21886,
2016.

SABATINI, Stefano et al. Re-evolution of the 2-phenylquinolines: ligand-based design, synthesis,
and biological evaluation of a potent new class of Staphylococcus aureus NorA efflux pump
inhibitors to combat antimicrobial resistance. Journal of medicinal chemistry, v. 56, n. 12, p. 4975-
4989, 2013.

SANTOS, D. M. Efeito da hidralazina na sobrevida, na resposta inflamatoria e no estresse
oxidativo em modelo animal de sepse. 2021. 115 f. Tese (doutorado em Ciéncias da Saude) —
Universidade Federal de Sergipe, Aracaju, 2021.

SCHCOLNIK-CABRERA, Alejandro; JUAREZ-LOPEZ, Daniel; DUENAS-GONZALEZ, Alfonso.
Perspectives on drug repurposing. Current medicinal chemistry, v. 28, n. 11, p. 2085-2099, 2021.
https://doi.org/10.2174/0929867327666200831141337.

SILVA, M. T. S. D. O impacto do uso indiscriminado de antibioticos na pandemia do COVID-
19. PANDEMIA: Caminhos para Aprendizagem. [S. 1.]: Pedro & Jodo Editores, p. 165, 2021.

56

Referéncias


https://doi.org/10.2174/0929867327666200831141337

SOARES, 1. C.; GARCIA, P. C. Resisténcia Bacteriana: a relacio entre o consumo
indiscriminado de antibi6ticos e o surgimento de superbactérias. Faculdade Atenas, v. 19, 2020.

SOUZA, J. C.; COSTA, B. A. O Aumento da Resisténcia Bacteriana ao Antibiotico Penicilina.
Revista de Inovacdo e Tecnologia-RIT, v. 13, n. 2, p. 03-15, 2023. Disponivel em:
https://rit.openjournalsolutions.com.br/. Acesso em: 17 abr. 2024.

SOUZA, J.; DIAS, F. R.; OLIVEIRA ALVIM, H. G. Resisténcia bacteriana aos antibioticos. Revista
JRG de Estudos Académicos, v. 5, n. 10, p. 281-293, 2022.

SULTAN, Insha et al. Antibiotics, resistome and resistance mechanisms: A bacterial perspective.
Frontiers in microbiology, v. 9, p. 2066, 2018.

THAKUR, Vaibhav; UNIYAL, Ankit; TIWARI, Vinod. A comprehensive review on pharmacology
of efflux pumps and their inhibitors in antibiotic resistance. European Journal of Pharmacology,
v. 903, p. 174151, 2021.

TORTORA, G. J.; FUNKE, B. R.; CASE, C. L. Microbiologia. 12. ed. Porto Alegre: Artmed, 2017.

VALE, V. R. Resisténcia aos antimicrobianos na Medicina Veterinaria. 2022. Disponivel em:
https://dspace.uniceplac.edu.br/. Acesso em: 17 abr. 2024.

VARELA, Manuel F. ef al. Bacterial resistance to antimicrobial agents. Antibiotics, v. 10, n. 5, p.
593, 2021.

WHO. Preventing the COVID-19 pandemic from causing an antibiotic resistance catastrophe.
World Health Organization. Disponivel em: https://www.who.int/europe/news/item/18-11-2020-
preventing-the-covid-19-pandemic-from-causing-an-antibiotic-resistance-
catastrophet#:~:text=Preventing%20the%20COVID%2D19%20pandemic%20from%?252.  Acesso
em: 26/06/2024.

XAVIER, Jayze C. et al. Spectroscopic analysis by NMR, FT-Raman, ATR-FTIR, and UV Vis,
evaluation of antimicrobial activity, and in silico studies of chalcones derived from 2-
hydroxyacetophenone. Journal of Molecular Structure, v. 1241, p. 130647, 2021.

XU, Lin et al. Conversion of broad-spectrum antimicrobial peptides into species-specific
antimicrobials capable of precisely targeting pathogenic bacteria. Scientific Reports, v. 10, n.1,
p-944, 2020.

XU, Hua et al. Electronic health records for drug repurposing: current status, challenges, and future
directions. Clinical pharmacology and therapeutics, v. 107, n. 4, p. 712, 2020.

ZHANG, Fusheng; CHENG, Wei. The mechanism of bacterial resistance and potential bacteriostatic
strategies. Antibiotics, v. 11, n. 9, p. 1215, 2022.

ZHENG, Wei; SUN, Wei; SIMEONOV, Anton. Drug repurposing screens and synergistic drug-
combinations for infectious diseases. British journal of pharmacology, v. 175, n. 2, p. 181-191, 2018.

57

Referéncias


https://rit.openjournalsolutions.com.br/
https://dspace.uniceplac.edu.br/
https://www.who.int/europe/news/item/18-11-2020-preventing-the-covid-19-pandemic-from-causing-an-antibiotic-resistance-catastrophe#:~:text=Preventing%20the%20COVID%2D19%20pandemic%20from%252
https://www.who.int/europe/news/item/18-11-2020-preventing-the-covid-19-pandemic-from-causing-an-antibiotic-resistance-catastrophe#:~:text=Preventing%20the%20COVID%2D19%20pandemic%20from%252
https://www.who.int/europe/news/item/18-11-2020-preventing-the-covid-19-pandemic-from-causing-an-antibiotic-resistance-catastrophe#:~:text=Preventing%20the%20COVID%2D19%20pandemic%20from%252

		2026-03-30T11:03:18-0300


		2026-03-30T11:13:21-0300




