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RESUMO

Sintese e Avalia¢ao da atividade direta e potencializadora de antibiéticos de derivados de
hidralazina frente a bactérias portadoras de bombas de efluxo.

RESUMO

Introducio: A resisténcia antimicrobiana ¢ atualmente considerada um dos maiores desafios globais
para a saude publica. Devido ao desenvolvimento dessas resisténcias, os antibidticos antes utilizados
no tratamento de infecgdes bacterianas hoje perderam significativamente seu potencial. Entre os
mecanismos de resisténcia, as bombas de efluxo tem destaque como um dos mais relevantes. Essas
proteinas atuam expulsando o medicamento do interior celular, reduzindo sua concentragdo
intracelular e, consequentemente, sua eficacia terapéutica. Diante desse cenario, torna-se necessaria
a busca por estratégias inovadoras. O estudo de novas substincias que possam potencializar os
farmacos surge como uma alternativa promissora, pois consiste na melhoria de medicamentos ja
utilizados nos tratamentos. Objetivo: Assim, o objetivo deste trabalho ¢ avaliar a atividade
antibacteriana direta de derivado da hidralazina, bem como sua capacidade de potencializar a acao
dos medicamentos inibindo o mecanismo de bomba de efluxo em cepas de Staphylococcus aureus.
Metodologia: Realizou-se a sintese de novas moléculas de hidrazonas e N-acilidrazonas a partir dos
farmacos comerciais Apresolina® (hidralazina) e Isoniazida, respectivamente, para avaliacdo de sua
capacidade de potencializar antibi6ticos e inibir bombas de efluxo em cepas de Staphylococcus aureus
resistentes (NorA e MepA). Foram utilizados inibidores de bomba de efluxo (CCCP, PABN e
clorpromazina), antibidticos especificos (norfloxacina e ciprofloxacina), além de controles e meios
de cultura padrdo. Os microrganismos foram cultivados, mantidos em estoques refrigerados e
padronizados de acordo com a escala McFarland 0,5. Ensaios de Concentragao Inibitéria Minima
(CIM) e modificagdo da agdo de antibidticos foram realizados por microdilui¢do em placas de 96
pogos, com leitura por resazurina apos 24 h. A redugao da CIM do brometo de etideo e de antibioticos
foi utilizada como indicativo de inibicdo de bomba de efluxo. Todos os experimentos foram
conduzidos em triplicata, com analise estatistica via ANOVA e teste de Bonferroni, considerando p
< 0,05 como significativo. Resultados e discussdes: A hidrazona HDZH20OH ndo tem acgdo
antibacteriana por si s0, mas demonstrou potencial como adjuvante ao inibir bombas de efluxo
bacterianas. Ela potencializou o efeito do Brometo de Etidio contra a cepa S. aureus K2068 (bomba
MepA) e da Norfloxacina contra a cepa S. aureus 1199B (bomba NorA). No entanto, sua eficacia
varia conforme a cepa e o substrato. Conclusdes: A hidrazona HDZH20OH nao demonstrou atividade
antibacteriana intrinseca, mas mostrou potencial como coadjuvante ao inibir bombas de efluxo. Sua
eficacia ¢ varidvel e depende da linhagem bacteriana e do substrato em questio. A HDZH20H
intensificou a acdo do Brometo de Etidio na cepa S. aureus K2068 e da Norfloxacina na cepa S.
aureus 1199B. Esse perfil de atuacdo sugere uma agdo seletiva, e estudos adicionais sdo necessarios
para desvendar seu mecanismo de interagdo com as bombas e confirmar seu potencial terapéutico.

Palavras-Chave: Bomba de efluxo; Resisténcia bacteriana, Hidralazinas.

Agradecimentos: URCA e PPQB.

Resumo/Abstract



ABSTRACT

STUDY OF CROTAMINE-NEGATIVE FRACTION OF THE SNAKE’'S VENOM OF Crotalus durissus
collilineatus: EVALUATION OF ANALGESIC, ANTI-INFLAMMATORY AND CYTOTOXIC
ACTIVITIES

ABSTRACT

Introduction: Antimicrobial resistance is currently considered one of the greatest global challenges to public
health. Due to the development of these resistances, antibiotics previously used to treat bacterial infections have
significantly lost their effectiveness. Among the resistance mechanisms, efflux pumps stand out as one of the most
relevant. These proteins act by expelling the drug from inside the cell, reducing its intracellular concentration and,
consequently, its therapeutic efficacy. Given this scenario, the search for innovative strategies becomes necessary.
Objectives: Thus, the objective of this work is to evaluate the direct antibacterial activity of a hydralazine
derivative, as well as its ability to potentiate the action of medications by inhibiting the efflux pump mechanism in
Staphylococcus aureus strains. Methodology: The synthesis of new hydrazone and N-acylhydrazone molecules
from the commercial drugs Apresolina® (hydralazine) and Isoniazid, respectively, was carried out to evaluate their
ability to potentiate antibiotics and inhibit efflux pumps in resistant Staphylococcus aureus strains (NorA and
MepA). Efflux pump inhibitors (CCCP, PABN and chlorpromazine), specific antibiotics (norfloxacin and
ciprofloxacin), as well as controls and standard culture media were used. The microorganisms were cultured,
maintained in refrigerated stocks and standardized according to the McFarland 0.5 scale. Minimum Inhibitory
Concentration (MIC) assays and modification of antibiotic action were performed by microdilution in 96-well
plates, with reading by resazurin after 24 h. The reduction in MIC of ethidium bromide and antibiotics was used as
an indicator of efflux pump inhibition. All experiments were conducted in triplicate, with statistical analysis via
ANOVA and Bonferroni test, considering p < 0.05 as significant. Results and discussion: The hydrazone
HDZH2O0OH does not have antibacterial action on its own, but it has shown potential as an adjuvant by inhibiting
bacterial efflux pumps. It potentiated the effect of ethidium bromide against the S. aureus K2068 strain (MepA
pump) and of norfloxacin against the S. aureus 1199B strain (NorA pump). However, its effectiveness varies
depending on the strain and substrate. Conclusions: The hydrazone HDZH2OH did not demonstrate intrinsic
antibacterial activity, but showed potential as an adjuvant by inhibiting efflux pumps. Its efficacy is variable and
depends on the bacterial strain and the substrate in question. HDZH2OH intensified the action of ethidium bromide
in the S. aureus K2068 strain and of norfloxacin in the S. aureus 1199B strain. This action profile suggests a
selective action, and further studies are needed to unravel its mechanism of interaction with the pumps and confirm
its therapeutic potential.

Keywords: Efflux pump; Bacterial resistance; Hydralazines.

Acknowledgements: URCA e PPQB.
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IMPORTANCIA/RELEVANCIA PARA A SOCIEDADE

Doengas causadas por bactérias sempre estiveram presentes em nossa sociedade e frequentemente
causam problemas graves de saude e, em alguns casos, até mesmo a morte. Com o avanco da ciéncia
podemos desenvolver medicamentos que ajudaram a retardar os efeitos desses microrganismos nos
seres humanos, medicamentos estes conhecidos como antibidticos. Com o passar do tempo, alguns
fatores como automedicac¢ao e ma administracdo de medicamentos, levaram as bactérias a se tornarem
resistentes a diversos antibioticos, o que os levou a perder a eficiéncia que tinham antes. Estudar esses
microrganismos nos permite entender seus mecanismos de defesa e explorar formas de combaté-los.
Uma das formas encontradas foi o estudo de novas substancia que possam ter capacidade de fortalecer
a acdo dos medicamentos ja existentes. Essas substancias favorecem o medicamento tornando-o um
recurso importante para tratamentos e permitindo que pessoas possam ser curadas mesmo em
situa¢des de muito risco.

Relavancia Cientifica para sociedade



1 INTRODUCAO GERAL

Através dos anos, doencas infeciosas causadas por micro-organismos sao tema de destaque
quando se retrata da sobrevivéncia humana, principalmente em locais com clima tropical e
semitropical, onde suas ocorréncias tende a ser maiores justamente agravadas pelo clima, gerando
consideravel nimero de mortes. (Khan et al., 2016; Sousa et al., 2018). Doengas infeciosas causadas
por bactérias tem sido um motivo de preocupagao publica, principalmente no campo da saude. As
mesmas tém vetores de contagio bastante abrangentes, como ar, agua e alimentos contaminados. O
meio que infecgcdes podem se espalhar também abrangem contato direto com outro organismo
contaminados, vias aéreas, goticulas ou de férmula veicular. (Fernstrom; Goldblatt, 2013; Knox;
Uhlemann; Lowy, 2015).

Comumente citado, o Staphylococcus aureus ¢ um micro-organismo comensal que ¢ um dos
principais patogénicos responsaveis por causar infecgdes hospitalares. Sendo seu hospedeiro natural
o ser humano, a bactéria ¢ normalmente encontrada nas fossas nasais e nas peles de recém-nascidos,
criangas e adultos, assim posteriormente, conseguindo as demais regides da pele e das mucosas. (Nery
et al., 2023)

Tratando-se do S. aureus se tem uma grande preocupacdo publica, tendo em vista que o
mesmo tem a habilidade de adquirir resisténcia a boa parte dos antibioticos. (Cussolim et al., 2021).
A resisténcia desta bactéria aos antibidticos tem sido desenvolvida por mutagdes em seus genes ou
pela aquisi¢do de genes de resisténcia de outras bactérias da mesma espécie (ou até de outras
espécies). A resisténcia bacteriana ocorre por mutacdo de forma geral, que resulta em uma altera¢do
no sitio de agdo do antibidtico (Nascimento et al., 2024).

Por sua ampla capacidade de adquirir resisténcia a antibidticos por diferentes vias moleculares
a S. aureus ¢ de grande importancia no desenvolvimento clinico. (Ge et al., 2017). Um exemplo a
citar foi o surgimento de cepa de Staphylococcus aureus resistente a meticilina (MRSA), que
demonstra grande preocupac¢do no mundo, com ocorréncia na América Latina, variando de 6% na
América Central a 80% em alguns paises da América do Sul, incluindo Brasil (Arias et al., 2017).

O mecanismo de efluxo vem sendo um forte alvo de estudos no intuito de identificar inibidores
de bombas de efluxo ou EPIs (efflux pump inhibitor) (Kapp et al., 2018). Essas moléculas sao
administradas juntamente com o antibidtico, com o intuito de impedir sua extrusdo e elevar sua
concentracao intracelular (Becker, 2017). Sendo assim, o EPI pode auxiliar a reduzir a ocorréncia de
persistentes, ajudando no tratamento de infecgdes cronicas (Monteiro; de Aquino; Mendonga Junior,
2020).

A fim de solucionar a crise que vem sendo causada pelo surgimento acelerado de patogénicos
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resistentes, o desenvolvimento de novos medicamentos e agentes que atuem eliminando cepas
bacterianas ¢ necessario, utilizando-se de novas abordagens para prever e prevenir a propagacao do
fenotipo MDR presente em cepas de Staphylococus aureus (Baym; Stone; Kishony, 2016; Bell,
Maclean, 2018).

Pretende-se neste trabalho sintetizar uma nova hidrazona e avaliar sua possivel atividade
antibacteriana e inibidora de bombas de efluxo presentes em cepas de 1199B e K4414 de

Staphylococcus aureus.

1.1. OBJETIVOS E QUESTIONAMENTOS

A busca por novas solugdes para o crescente problema da resisténcia antimicrobiana ¢ a
principal motivagdo para esta pesquisa. Com a diminuigdo da eficacia dos tratamentos existentes e a
falta de novos antibidticos no mercado, estudar novas substancias que possam potencializar
medicamentos ja existente se torna uma estratégia promissora.

Este projeto visa investigar a capacidade de certos farmacos em potencializar a a¢do dos
antibioticos e, mais especificamente, em inibir as bombas de efluxo dos microrganismos. As bombas
de efluxo sdo um dos principais mecanismos de resisténcia, pois expulsam o antibidtico da célula,
impedindo que ele cumpra seu papel. Ao desativar essa bomba, espera-se restaurar a eficacia dos
medicamentos.

Além de contribuir com as pesquisas cientificas, este trabalho possui um potencial
significativo para a saude publica, pois pode fornecer novas abordagens para o combate a infec¢des

bacterianas resistentes.

1.2. ESTRATEGIAS DE PESQUISA

No presente projeto, foram adotadas estratégias de pesquisa integradas, envolvendo desde a
sintese de novas moléculas até analises microbiologicas e estatisticas rigorosas. Inicialmente, novas
hidrazonas e N-acilidrazonas foram sintetizadas a partir dos farmacos comerciais Apresolina®
(hidralazina) e Isoniazida, visando avaliar seu potencial frente a cepas bacterianas resistentes. A
Apresolina® (hidralazina) ¢ utilizada como agente de reducdo emergencial da pressdo arterial em
crises hipertensivas (Ehrenpreis; Ehrenpreis, 2001), enquanto a Isoniazida ¢ um pro-farmaco de
primeira escolha no tratamento da tuberculose causada por Mycobacterium tuberculosis (Majorov et
al., 2020).

Para os ensaios, foram selecionados inibidores de bomba de efluxo consagrados na literatura,
como Carbonyl Cyanide m-ChloroPhenyl-hydrazone, Phenylalanine Arginyl B-Naphthylamide e
Clorpromazina, além de antibioticos especificos — Norfloxacina para a bomba NorA e
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Ciprofloxacina para a bomba MepA — de modo a permitir a identificacdo e caracterizagdo do
mecanismo de resisténcia.

Os microrganismos utilizados compreenderam cepas especificas de Staphylococcus aureus
resistentes a fluoroquinolonas, mantidas em condi¢des controladas para preservar suas caracteristicas
genéticas, incluindo plasmideos. Para a realiza¢do dos experimentos, os indculos foram padronizados
segundo a escala McFarland 0.5 (= 10° UFC/mL), garantindo reprodutibilidade e consisténcia nos
ensaios.

A avaliagdo da atividade antimicrobiana foi realizada por meio do ensaio de Concentragao
Inibitoria Minima (CIM), aplicando a técnica de microdilui¢do em placas de 96 pogos, com detecgdo
baseada na mudanca de cor pela adi¢do de resazurina. Os testes foram conduzidos em triplicata para
assegurar robustez estatistica. Complementarmente, foram realizados ensaios de modificacao da acao
de antibidticos, nos quais as substancias foram aplicadas em concentragdes sub-inibitorias (CIM/8),
e ensaios especificos para avaliar a inibi¢do de bombas de efluxo, analisando a reducdo da CIM do
brometo de etidio ou de antibidticos especificos como indicativo de agdo inibitoria (Coutinho et al.,
2008).

Por fim, os dados obtidos foram analisados estatisticamente utilizando o software GraphPad
Prism (versdes 5.0 e 6.01), aplicando-se testes ANOVA (one-way e two-way) com corre¢ao de
Bonferroni. Os resultados foram expressos como média geométrica e desvio padrdo, sendo
considerados estatisticamente significativos os valores de p < 0,05 ou p < 0,01, conforme o objetivo

analitico de cada etapa (Freitas et al., 2021a).
1.3. ESTRUTURA DA DISSERTACAO

A dissertacdo se encontra dividida em Introdugdo, Objetivos, Fundamentagao Teorica, Producdo

Cientifica e Consideragdes Finais. A estrutura do trabalho segue o esquema abaixo (Diagrama 1).
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Estrutura da dissertacao

—-{ Introducao l

Objetivos e
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Diagrama 1: Estrutura da dissertacio
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Investigar a acao antibacteriana direta de derivados da hidralazina e verificar seu potencial para
reverter a resisténcia bacteriana por meio da inibicdo do mecanismo de efluxo em cepas de

Staphylococcus aureus.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Sintese da substancia derivada de hidralazina;

e Determinar a estrutura da substancia derivada da hidralazina por RMN;

e Avaliar a a¢do no mecanismo de bomba de efluxo em bactérias de Staphylococcus aureus
1199B portadora da bomba NorA e K2068 portadora da bomba MepA;

e Realizar a docagem molecular;

e Verificar a toxicidade através dos testes computacionais de ADMET.

17
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3 FUNDAMENTACAO TEORICA

3.1 RESISTENCIA BACTERIANA

A resisténcia bacteriana ¢ um desafio crescente para a medicina moderna, uma vez que limita
significativamente as opg¢des de tratamento disponiveis para diversas infec¢des bacterianas. O
aumento da resisténcia bacteriana ¢ impulsionado por varios fatores, incluindo o uso inadequado de
antibidticos e a capacidade adaptativa das bactérias, que estdo em constante evolucao (Rezende-
Junior et al., 2020). A resisténcia comecou a se espalhar mais rapidamente durante o século XX, com
o aumento da prescri¢do inadequada de antibidticos, sua utilizagdo em doses subterapéuticas na
agricultura e o uso indiscriminado em hospitais. O uso massivo de antibidticos sem uma supervisao

adequada levou a rapida selecdo de cepas bacterianas resistentes (Baquero; Martinez; Canton, 2008).
3.1.1 Mecanismos de Resisténcia

Os mecanismos pelos quais as bactérias se tornam resistentes aos antibidticos sao variados e
complexos, estes podem ser divididos em dois principais tipos: intrinseca e adquirida. A resisténcia
intrinseca ¢ um mecanismo natural de resisténcia que as bactérias possuem devido a sua estrutura
bioldgica. Isso significa que certas espécies de bactérias sdo naturalmente imunes a determinados
antibidticos devido a caracteristicas especificas da sua membrana celular ou processos metabolicos.
Por exemplo, Pseudomonas aeruginosa ¢ naturalmente resistente a muitos antibidticos devido a sua
membrana celular altamente impermeével (Nikaido, 2009).

Por outro lado, a resisténcia adquirida ocorre quando uma bactéria inicialmente sensivel a um
antibiotico desenvolve resisténcia a ele. Isso pode ocorrer por mutagdes genéticas espontaneas ou
pela aquisi¢do de genes de resisténcia provenientes de outras bactérias através de transferéncia
horizontal. Um exemplo classico de resisténcia adquirida € a resisténcia a meticilina em
Staphylococcus aureus (MRSA), que evoluiu apods o uso excessivo de antibidticos como a penicilina
(Rezende-Junior et al., 2020).

Além disso, nos mecanismos de resisténcia bacteriana se inserem as seguintes categorias gerais:
mecanismos de modificagdo, desvio e protecao do alvo; modificacdo ou degradacao de antibioticos;
e prevencao de acesso ao alvo, por efluxo ou por diminui¢do da permeabilidade da parede celular

(Belay et al., 2024) (Figura a).
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Figura a: Mecanismos de resisténcia bacteriana aos antibiéticos.

Fonte: Nicolsen e Stang (2019).

3.2 Staphylococcus aureus (S. Aureus)

O Staphylococcus aureus ¢ uma bactéria Gram-positiva que habitualmente, coloniza a pele e as
mucosas, além do intestino, de seres humanos saudaveis, mas pode causar uma variedade de
infec¢des, desde leves, como furinculos e impetigo, até graves, como pneumonia, endocardite e
septicemia (Cheung, 2021; Lowy, 1998). A versatilidade do S. aureus decorre da sua capacidade de
produzir fatores de viruléncia e de adquirir resisténcia a multiplas classes de antibacterianos
(Chambers; Deleo, 2009).

A resisténcia a meticilina (MRSA) ¢ atribuida ao gene mecA, que modifica a proteina PBP2a,
reduzindo a eficicia de B-lactimicos. Adicionalmente, cepas resistentes a vancomicina (VRSA)
limitam ainda mais as opgdes terapé€uticas disponiveis, representando um risco significativo em
infec¢des hospitalares e comunitarias (Cong, 2020). Essa capacidade de adaptagdo permite que o S.
aureus colonize diferentes ambientes no organismo e escape de mecanismos de defesa do hospedeiro.
Entre os principais fatores de viruléncia estdo as toxinas (como as enterotoxinas e a toxina do choque
toxico - TSST-1), a proteina A (que inibe a opsonizacao ao se ligar a por¢ao Fc de IgGG) e enzimas
como coagulase, hialuronidase e lipases, que facilitam a disseminagao tecidual (Girma, 2024). Além
disso, a expressdo génica de muitos desses fatores € regulada por sistemas complexos, como o sistema

Agr (accessory gene regulator), que coordena a producdo de proteinas extracelulares e promove a

viruléncia em resposta a densidade populacional bacteriana (Patel, 2023).
O aumento da incidéncia de cepas multirresistentes tem tornado o tratamento das infecgdes por

S. aureus cada vez mais desafiador. Cepas MRSA sdo resistentes ndo apenas a meticilina, mas
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frequentemente a outras classes, como macrolideos, fluoroquinolonas e aminoglicosideos. J4 o
surgimento do VRSA, associado a aquisicdo de genes como vanA (provenientes de enterococos),
representa um marco preocupante, pois compromete a eficadcia da vancomicina, considerada por
décadas o tratamento de escolha para infec¢des graves por MRSA (Hou, 2023).

O MRSA esta presente em ambientes nao hospitalares, como academias, escolas e residéncias, e
isso caracteriza uma transicao epidemioldgica preocupante. O aumento da incidéncia de MRSA afeta
a populagdes que ndo apresentam os fatores de risco classicos associados a transmissdo hospitalar.
Estudos observam que grupos como atletas, prisioneiros, criangas ¢ outros t€ém sido descritos com
infecgdes por MRSA adquiridas na comunidade, evidenciando a disseminacao do patéogeno em

ambientes ndo hospitalares (Alvarez et al., 2010).
3.4 BOMBAS DE EFLUXO

As bombas de efluxo sio uma das principais estratégias de resisténcia bacteriana,
funcionando como transportadores ativos que expulsam os antibidticos e outras substancias toxicas
do interior das células bacterianas, antes que possam exercer seus efeitos. Essas bombas pertencem a
cinco familias estabelecidas até o momento: ATP Binding Cassette (ABC), Multidrug and Toxin
Extrusion (MATE), Small Multidrug Resistance (SMR), Major Facilitator Superfamily (MFS) e
Resistance Nodulation Cell Division (RND) (Seukep et al., 2022).

Este tipo de mecanismo pode expulsar uma ampla gama de substancias, incluindo antibioticos
de diferentes classes, metais pesados e toxinas (Gaurav et al., 2023). A acdo dessas bombas reduz a
concentragdo intracelular dos antibioticos, tornando o tratamento mais dificil. Além disso, elas podem
promover a resisténcia cruzada, ou seja, a resisténcia a multiplos antibioticos, mesmo que as bactérias
nao apresentem mutagdes no alvo especifico do antibidtico (Blanco et al, 2016).

A familia RND, por exemplo, inclui bombas como AcrAB-TolC de Escherichia coli, que ¢é
capaz de expulsar uma grande variedade de antibidticos, como fluoroquinolonas e betalactamicos
(Anes et al., 2015). A NorA, da familia MFS, presente em Staphylococcus aureus, ¢ outra bomba de
efluxo relevante, especialmente para a resisténcia a quinolonas (Irianti et al., 2023). Essas bombas
sdo responsaveis por uma significativa parte da resisténcia bacteriana observada em infecgdes
hospitalares, complicando os tratamentos antimicrobianos.

O papel das bombas de efluxo na resisténcia bacteriana tem implicagdes clinicas importantes,
pois contribuem para o fracasso terapéutico e para a disseminagdo de cepas multirresistentes. Além
disso, a expressao de genes codificadores dessas bombas podem ser induzida por estresse ambiental,

incluindo a exposi¢do subinibitdria a antimicrobianos (Nikaido et al. 2012)

3.4.1 NorA
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A bomba de efluxo NorA, pertencente a familia Major Facilitator Superfamily (MFS), ¢ um
dos principais mecanismos de resisténcia antimicrobiana em Staphylococcus aureus. Codificada pelo
gene norA, essa proteina transmembranar atua na extrusao de compostos hidrofilicos, como
fluoroquinolonas (ex.: norfloxacino e ciprofloxacino), corantes (ex.: brometo de etidio) e biocidas,
reduzindo sua concentragdo intracelular e comprometendo a eficacia terapéutica (Truong-Bolduc et
al., 2024).

Estudos recentes indicam que a NorA esta presente em 61 de 63 espécies de Staphylococcus,
com fung¢do conservada no transporte de farmacos, sugerindo seu papel na adaptacdo ambiental da
bactéria além da exposicao a antibioticos (Ferreira et al., 2022).

A superexpressao da NorA tem sido associada a resisténcia em cepas clinicas de S. aureus,
especialmente em isolados resistentes a meticilina (MRSA). Em um estudo com 126 isolados clinicos,
o gene norA foi detectado em 75% das amostras, com expressdo aumentada em cepas resistentes ao

ciprofloxacino (Hamady et al., 2024).
3.4.2 MepA

A bomba de efluxo MepA, pertencente a familia MATE (Multidrug and Toxin Extrusion), ¢
o Unico membro dessa familia identificado no genoma de Staphylococcus aureus. Codificada pelo
gene mepA, essa bomba contribui significativamente para a resisténcia bacteriana ao extrusar
diversos compostos antimicrobianos (Kaatz et al., 2006).

A MepA ¢ uma proteina transmembranar composta por 451 aminoacidos, formando um canal
que permite a expulsdo de substancias toxicas do interior da célula bacteriana. Sua expressdo ¢
regulada negativamente por MepR, um repressor transcricional da familia MarR, localizado
imediatamente a montante do gene mepA (Dashtbani-roozbehani et al., 2021). Mutantes em mepR
podem levar a superexpressao de MepA, aumentando a resisténcia a antibidticos como a tigeciclina
(Huang et al., 2023).

A MepA confere resisténcia de baixo nivel a diversos antimicrobianos, incluindo
fluoroquinolonas hidrofilicas como norfloxacino e ciprofloxacino, além de biocidas e corantes.
Embora esses antibidticos sejam substratos fracos da MepA em comparagdo com outras bombas como

a NorA, sua atividade contribui para a resisténcia bacteriana (Dashtbani-roozbehani et al., 2021).
3.5 INIBIDORES DE EFLUXO

A resisténcia bacteriana aos antimicrobianos representa uma ameaca crescente a saude publica
global. Entre os diversos mecanismos utilizados pelas bactérias para escapar a agdo dos antibioticos,
destacam-se as bombas de efluxo, proteinas transmembranares que promovem a extrusao ativa de
agentes antimicrobianos do interior celular, reduzindo sua concentragdo intracelular e
comprometendo sua eficcia terapéutica (Machado et al., 2024).
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Cada classe de bomba de efluxo possui especificidades quanto a estrutura, fonte de energia
utilizada e espectro de compostos transportados (Ding et al., 2023). Na Staphylococcus aureus, por
exemplo, a bomba NorA pertencente a familia MFS ¢ particularmente eficiente na expulsdo de
quinolonas, enquanto a MepA, da familia MATE, também contribui para resisténcia a
antimicrobianos hidrofilicos como norfloxacino e ciprofloxacino (Aratijo, 2024)

Os inibidores de bombas de efluxo (EPIs — Efflux Pump Inhibitors) surgem como agentes
promissores na restauracdo da eficacia dos antibidticos. Esses compostos ndao necessariamente
possuem atividade antimicrobiana direta, mas atuam bloqueando o funcionamento das bombas de
efluxo, permitindo que os antibidticos permanecam no interior celular em concentragdes terapéuticas
(SANTOS, 2023).

Apesar dos avangos promissores em ensaios laboratoriais, a aplicagdo clinica dos EPIs ainda
enfrenta barreiras significativas. Os principais desafios envolvem a toxicidade para células humanas,
a baixa seletividade pelas bombas bacterianas, além de problemas de biodisponibilidade e

estabilidade dos compostos em ambiente fisiologico (Ding et al., 2023).
3.5.1 Hidralazina

A hidralazina ¢ um derivado da ftalazina, classificado como uma hidrazina aromatica. Sua
formula molecular ¢ CsHsN4 e a massa molar ¢ de aproximadamente 160,18 g/mol. Sua estrutura
consiste em um anel de ftalazina com um grupo hidrazina na posi¢do 1, o que ¢ essencial para sua
atividade vasodilatadora (Chemicalbook, 2025; Nist, 2025) (Figura b). A forma farmacéutica mais

comum ¢ o cloridrato de hidralazina, que apresenta maior estabilidade e solubilidade (NIH, 2024).

zZ—Z

—H
Figura b: Descricio estrutural da molécula de hidralazina (PUBCHEM,

2025).
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3.6 MECANISMO DE ACAO E APLICACOES CLINICAS

A hidralazina promove vasodilatacdo por meio do relaxamento direto da musculatura lisa
arteriolar, resultando em uma significativa reducdo da resisténcia vascular periférica (Medicover
hospitals, 2024)

Estudos demonstram que esse efeito ocorre por inibi¢cdo da liberagdo de célcio intracelular,
especialmente via bloqueio da sinalizagao mediada por inositol trifosfato (IP3) (Gurney et al., 1995).
Além disso, pesquisas recentes apontam para sua capacidade de induzir a expressao de HIF-1a,
contribuindo para acdes antioxidantes e vasoprotetoras, ampliando seu potencial terapéutico (Chang
et al., 2022).

A hidralazina ¢ utilizada no tratamento da hipertensao arterial, sendo particularmente indicada
em casos refratarios e em gestantes com pré-eclampsia. Sua acdo vasodilatadora direta sobre as
arteriolas contribui para a reducgdo da pressado arterial (SANAR MED, 2023; Magee et al., 2003). A
combinac¢do de hidralazina com dinitrato de isossorbida tem mostrado beneficios significativos no
tratamento da insuficiéncia cardiaca congestiva, especialmente em pacientes afrodescendentes.
Ensaios clinicos, como o A-HeFT, evidenciaram a redu¢ao da mortalidade e hospitalizagdes com essa
terapia combinada (Fernandes-Silva et al., 2024; Latado et al., 2009).

Além de seus efeitos classicos como vasodilatador, pesquisas recentes tém demonstrado que
a hidralazina possui propriedades que ampliam significativamente seu potencial terapéutico. Estudos
indicam que o farmaco € capaz de induzir a expressao do fator induzido por hipdxia 1-alfa (HIF-1a),
promovendo efeitos antioxidantes e angiogénicos, o que pode contribuir para a protecao vascular e a
regeneragdo tecidual (Zhou et al., 2006).

Paralelamente, outras investiga¢des revelaram que a hidralazina ativa a via Nrf2-ARE, um
importante mecanismo celular de defesa contra o estresse oxidativo. Essa ativac¢do leva ao aumento
da expressdo de enzimas antioxidantes e da capacidade de resposta a insultos oxidativos (Guo et al.,
2019). Em modelos murinos de Alzheimer, o farmaco demonstrou reduzir a neuroinflamacgao,
restaurar a fungdo mitocondrial e melhorar parametros cognitivos, via modulacao das vias TLR4/NF-
kB e Nrf2 (Wang et al., 2023).

Além disso, foi relatado que a hidralazina inibe a modificacdo de proteinas por produtos da
peroxidagdo lipidica, como o 4-hidroxi-2-nonenal (HNE), o que refor¢a seu papel neuroprotetor em
doencas neurodegenerativas como o Alzheimer (Maheshwari et al., 2010).

Esses dados evidenciam o potencial multifuncional da hidralazina, sugerindo sua utilidade terapéutica

em patologias inflamatdrias, cardiovasculares e neurodegenerativas.
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3.7 APLICACOES NA MICROBIOLOGIA

Pesquisas recentes demonstraram que a hidralazina possui atividade antifingica,
especialmente contra cepas de Candida spp. resistentes ao fluconazol. Um estudo realizado por
Nascimento (2023) mostrou que a hidralazina, isolada ou combinada com itraconazol, foi eficaz na
inibi¢do do crescimento de Candida albicans, Candida tropicalis, Candida parapsilosis ¢ Candida
glabrata.

Os mecanismos propostos para essa atividade incluem a indugdo de espécies reativas de
oxigénio (EROS), levando ao estresse oxidativo e a morte celular, além da despolarizagdo do
potencial transmembrana mitocondrial, resultando em apoptose (Nascimento, 2018). Também foi
evidenciado que a hidralazina causa danos ao DNA, conforme ensaios cometa, sugerindo que o
farmaco provoca quebras na fita de DNA das células fingicas (Nascimento, 2023).

Outro aspecto importante € sua eficacia na redugdo da viabilidade de biofilmes formados por
Candida albicans, estruturas altamente resistentes aos tratamentos antifungicos convencionais

(Nascimento, 2023).
3.8 HIDRAZONAS

As hidrazonas constituem uma importante classe de compostos organicos derivados da reacao
de condensacdo entre uma hidrazina e um composto carbonilico, como aldeidos ou cetonas. A
formacdo de hidrazonas ocorre por um mecanismo de adigdo nucleofilica, no qual o atomo de
nitrogénio terminal da hidrazina ataca o carbono eletrofilico da carbonila, formando inicialmente um
intermediario do tipo hemiaminal. Em seguida, ha elimina¢ao de agua, originando a hidrazona. Essa
reacdo ¢ favorecida em condi¢des levemente acidas, que ativam a carbonila, mas o produto obtido
tende a ser mais estdvel em meio neutro ou basico (Carey; Sundberg, 2007). Abaixo, na Figura c,

pode-se observar a estrutura geral das hidrazonas.
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Figura c: Estrutura geral das Hidrazonas.

3.9 DOCAGEM MOLECULAR

A docagem molecular ¢ uma ferramenta computacional essencial na quimica medicinal
moderna, utilizada para prever a orientagdo preferencial de uma molécula (ligante) quando ligada a

uma proteina alvo (receptor), empregando algoritmos de busca e fungdes de pontuacao para avaliar
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as conformacdes e otimizar a velocidade e precisdo da andlise (Trott; Olson, 2010). Este método
permite simular as interagdes intermoleculares e estimar a afinidade de ligacdo, expressa em energia
livre, ajudando a elucidar o mecanismo de agdo de novos compostos bioativos e a selecionar as poses
mais estaveis para analises subsequentes.

No contexto da resisténcia bacteriana, a docagem molecular ¢ aplicada para investigar como
potenciais inibidores interagem com os sitios ativos das bombas de efluxo, como a NorA e MepA em
Staphylococcus aureus. A valida¢ao dessas interagdes ¢ frequentemente realizada comparando-se a
posi¢ao do ligante teste com substratos classicos ou inibidores conhecidos, observando-se parametros
como o desvio quadratico médio (RMSD), onde valores baixos (geralmente < 2,0 A) indicam uma
predi¢do acurada da conformagdo experimental (Yusuf et al., 2008).

Estudos in silico demonstraram que compostos que estabelecem interacdes estaveis,
caracterizadas por energias de afinidade favoraveis — geralmente consideradas significativas quando
inferiores a -6,0 kcal/mol (Shityakov; Forster, 2014) —, podem atuar como moduladores
competitivos. A formacdo de ligagdes de hidrogénio e contatos hidrofébicos com residuos de
aminoacidos especificos dentro do canal de efluxo ¢ fundamental para impedir a extrusdo de

antibioticos e restaurar sua eficacia terapéutica (Coutinho et al., 2023).

3.10 PROPRIEDADES DE ADMET E DRUG-LIKENESS

O desenvolvimento de novos farmacos requer ndo apenas eficacia bioldgica, mas também um
perfil de seguranca e farmacocinética adequado. As propriedades de ADMET (Absorc¢ao,
Distribui¢dao, Metabolismo, Excrecdo e Toxicidade) sdo avaliadas para prever o comportamento de
uma substdncia no organismo humano e otimizar a sele¢do de candidatos a farmacos (Pires;
Kaminskas; Ascher, 2018).

Para estimar a biodisponibilidade oral de um composto, utilizam-se critérios como a "Regra
dos Cinco" de Lipinski, que postula que uma molécula tem maior probabilidade de ser bem absorvida
se apresentar peso molecular < 500 Da, LogP < 5, até 5 doadores e 10 aceptores de ligacdo de
hidrogénio (Lipinski, 2004). Complementarmente, a regra de Veber adiciona pardmetros como a area
de superficie polar topoldgica (TPSA) e o nimero de ligagdes rotaciondveis para refinar a predicao
da biodisponibilidade oral (Veber et al., 2002).

Além disso, a predi¢do in silico da toxicidade e de pardmetros farmacocinéticos, como a
capacidade de atravessar a barreira hematoencefalica (BBB), ¢ crucial para identificar precocemente
riscos e eficacia. Ferramentas computacionais, como o SwissADME, permitem a identificagdo de
grupos farmacoforicos toxicos e a estimativa de riscos como hepatotoxicidade e mutagenicidade,
orientando a selecao de compostos mais seguros para as etapas pré-clinicas (Daina; Michielin; Zoete,

2017).
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ABSTRACT
A resisténcia bacteriana representa um dos maiores desafios da satide publica contemporanea,

comprometendo a eficicia dos antibioticos convencionais. Nesse contexto, pesquisas focadas na
descoberta de novos compostos e moduladores de resisténcia t€ém recebido atengdo crescente. O
presente estudo teve como objetivo avaliar a atividade antimicrobiana e o potencial modulador de
antibidticos de um derivado hidrazénico da hidralazina contra cepas de Staphylococcus aureus que

possuem bombas de efluxo. O composto HDZH2OH foi sintetizado a partir de hidralazina e
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isoniazida e avaliado utilizando o ensaio de Concentragdo Inibitéria Minima (CIM) pelo método de
microdiluicdo em caldo, bem como ensaios de modulagdo de resisténcia em associacdo com
antibidticos especificos e brometo de etidio.

Os resultados demonstraram que o HDZH2OH apresentou valores de CIM > 1024 ug/mL contra
ambas as cepas testadas, indicando auséncia de atividade antibacteriana intrinseca. Entretanto, na
cepa S. aureus 1199B, foi observada uma redugao da CIM da norfloxacina de 256 pg/mL para 101,59
pg/mL, sugerindo um efeito potencializador parcial. Na cepa K2068, ndo foi observada
potencializacdo da ciprofloxacina; contudo, foi detectada uma redugdo significativa da CIM do
brometo de etidio de 8 pg/mL para 2 ug/mL (p <0,001). Esses achados indicam que o composto atua
como um modulador seletivo de bombas de efluxo, com maior afinidade pelo sistema MepA,

destacando seu potencial como adjuvante terapéutico no combate a resisténcia bacteriana.

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

A resisténcia bacteriana tem sido uma das principais ameacas a saude publica em todo o
mundo. O aumento da resisténcia das bactérias aos antibioticos compromete a eficacia terapéutica,
afetando doencas que antes eram tratdveis com agentes antimicrobianos convencionais. Esse
fendmeno esta principalmente associado ao uso inadequado e ao consumo excessivo de antibidticos
(Patini et al., 2020). A resisténcia bacteriana dificulta o tratamento de infec¢des ao reduzir a eficécia
antimicrobiana, aumentar o risco de transmissao de doengas graves e elevar as taxas de mortalidade
(Murugaiyan et al., 2022).

Staphylococcus aureus ¢ um dos microrganismos multirresistentes mais significativos devido
a sua alta capacidade de adquirir mecanismos de resisténcia. Essa bactéria representa um sério risco
a saude, causando rapida deterioracdo clinica em pacientes infectados e podendo levar a morte
(Walvekar et al., 2019). Cepas de S. aureus desenvolveram mecanismos de resisténcia contra
numerosos farmacos antimicrobianos comumente utilizados, incluindo agentes empregados no
tratamento de infecgdes por Gram-positivos, como B-lactdmicos, glicopeptideos e oxazolidinonas
(Mlynarczyk-Bonikowska et al., 2022).

A penicilina e a meticilina foram amplamente utilizadas no tratamento de infec¢cdes por S.
aureus, mas gradualmente perderam sua eficacia. Devido a sua plasticidade, a espécie desenvolveu a
capacidade de produzir penicilinase, uma enzima capaz de hidrolisar o anel B-lactamico desses
farmacos, levando a resisténcia (Guo et al., 2020).

Diante dos problemas causados pelo desenvolvimento da resisténcia aos antibidticos, novas

alternativas terap€uticas vém sendo ativamente buscadas. Compostos como as hidrazonas tém sido
27

Produc@o Cientifica



investigados para melhor compreender seu potencial de atividade contra cepas resistentes. As
hidrazonas tém sido relatadas como moduladoras da atividade antibidtica e capazes de apresentar
propriedades antimicrobianas contra cepas multirresistentes de S. aureus (Nery et al., 2023).

A hidralazina tem sido amplamente utilizada como vasodilatador no tratamento da
hipertensao. Segundo Spinasse (2014), seu metabolismo ocorre principalmente no figado por meio
de reacdes de acetilagdo, formando hidrazonas que podem influenciar a redug¢ao da pressao arterial.
Além de seu efeito vasodilatador, a hidralazina demonstrou outros potenciais farmacoldgicos, como
atividade antifungica contra Candida spp. (Nascimento et al., 2023) e atividade antibacteriana contra
Staphylococcus aureus resistente a meticilina (Nascimento et al., 2024).

Portanto, o presente estudo tem como objetivo avaliar um derivado hidrazénico da hidralazina,
com foco em sua atividade antimicrobiana e capacidade de inibicdo de bombas de efluxo em cepas de

Staphylococcus aureus.

MATERIAIS E METODOS
Sintese e caracterizacdo da hidrazona

Em um baldo de fundo redondo de 25 mL, 0,50 mmol de 2,4-diclorobenzaldeido foi misturado
com 0,50 mmol do farmaco hidralazina, 9,0 mL de 4gua destilada e 1,0 mL de HsPOa4 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 solucdo aquosa fria de NaHCOs a 5,0% (m/v) foram adicionados ao filtrado. O soélido
formado foi filtrado a vacuo, lavado com etanol absoluto frio e seco a temperatura ambiente. Por fim,

o solido foi removido do papel de filtro e pesado.

OH © OH
H « H
_N
H o HN A — N” X
LN N

Esquema 1. Sintese da hidrazona

1H NMR (500 MHz, DMSO); §H 12.16 (s, NH-1), 10.33 (s, OH-2°), 8.69 (s, H-7"), 8.31 (d, ] = 7.7
Hz, H-8), 8.11 (s, H-4), 7.84 (d, J = 7.5 Hz, H-3"), 7.75 (3H, m, H-5/H-6/H-7), 7.27 (t, ] = 7.6 Hz, H-
4%),6.92 (d,J=7.5Hz H-6"),6.89 (t, J=7.6 Hz, H-5"). 3*C NMR (125 MHz, DMSO); §H 157.0 (C-
2%), 154.0 (C-77), 147.0 (C-1), 137.9 (C-4), 132.2 (C-6), 131.8 (C-7), 131.0 (C-4"), 130.0 (C-1"),
126.9 (C-4a), 126.4 (C-5), 126.1 (C-8a), 123.7 (C-8), 120.2 (C-6"), 119.2 (C-5"), 116.1 (C-3").
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Substancias

Os inibidores de bombas de efluxo utilizados como controles foram carbonil cianeto m-
clorofenilhidrazona (CCCP) e clorpromazina (CPZ). Os antibioticos especificos para cada bomba de
efluxo foram norfloxacina para a bomba NorA na cepa 1199B e 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
Heart Infusion Agar (HIA), Brain Heart Infusion (BHI), 4gar sangue e glicerol, todos adquiridos da
Difco Laboratories Ltd.

Microrganismos utilizados nos ensaios de inibi¢io

As cepas de Staphylococcus aureus que foram utilizadas: 1199B E K2068 cepa resistente a

fluroquinolonas hidrofilicas via proteina de efluxo NorA e MepA respectivamente.

Preparo e padronizacio dos indculos

Nos ensaios de Concentragdo Inibitéria Minima (CIM) foram preparados indculos oriundos a
partir dos estoques. Desse estoque, foram cultivados novamente em meio sélido Heart Infusion Agar
slants e mantido a 37 °C. A partir desse meio so6lido foi feito indculo utilizando tubos de ensaio
contendo solugdo salina estéril, o qual foi padronizado de acordo com a escala Mcfarland 0.5 que
corresponde a 10 UFC (Unidades Formadoras de Coldnias). Esse método padrio de inoculo é
utilizado tanto nos ensaios de CIM das substancias quanto nos de verificagdo de inibicao de bomba

de efluxo.

Ensaios de Concentracio Inibitéria Minima

A partir do estoque em meio solido HIA foi feita uma repicagem em HIA e mantida em estufa
bacteriologica a 37 °C por 24 h. Seguindo os ensaios, foi preparado o meio de distribuicado em
eppendorfs, utilizando-se 100 pL do inéculo em 900 pL. do meio de cultura liquido BHI.
Posteriormente, o conteudo do eppendorf foi transferido para placa de microdiluicdo de 96 pogos,
onde foram utilizados 100 uL em cada pogo. Apos essa etapa, foi realizada a microdiluicdo das
substancias, sendo adicionados 100 pL nesse meio até a pentltima cavidade (1:1), permanecendo a
ultima cavidade como controle de crescimento. As concentragdes variaram de 512 pg/mL a 8 pg/mL,
conforme metodologia empregada para determinacdo da Concentracdo Inibitéria Minima (CIM),
definida como a menor concentragdo de um composto capaz de inibir o crescimento bacteriano visivel

em ensaios de microdilui¢ao em caldo (Kadetabkova et al., 2024).
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Ap6s 24 h de incubagdo, foi realizada a leitura das placas por visualiza¢cdo da mudanga de cor
do meio, caracterizada pela adicdo de 20 pL de resazurina (7-hidroxi-3H-fenoxazina-3-ona 10-
oxido). A leitura desse experimento baseia-se na reducao da resazurina por células metabolicamente
ativas, promovendo a mudanga da coloragdo azul para rosa/vermelho, o que indica a presenca de
crescimento bacteriano, enquanto a permanéncia da colorag@o azul indica auséncia de crescimento

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

Ensaio de reducio do efluxo por reduciao do CIM

Para verificar o efeito de redu¢do do CIM do brometo de etideo, foi utilizado indculos a parti
de placas incubadas em estufa bacterioldgica por 24h a 37 °C com o repique do estoque. Apds esse
periodo foi utilizado inéculos em solucio salina de acordo com Mcfarland 0.5 que corresponde a 10®
UFC (Unidades Formadoras de Colonias). Como etapa inicial, foi preparado em eppendorfs o meio
de distribui¢ao do teste e do controle. No teste foi colocado 150 pL do indculo, mais substancia em
concentrac¢do sub-inibitoria (CIM/8) e completado o volume do eppendorf até o volume de 1,5 mL.
Para o controle foi colocado o mesmo volume de inoculo do teste e completado o volume do
eppendorf até 1,5 mL. Em seguida foi transferido para placas de microdilui¢ao de 96 pogos, com
distribuicdo vertical, caracterizada pela adigdo de 100 pL do contetdo do eppendorf em cada pogo.
Apos essa etapa foi realizada a microdilui¢do do brometo de etideo, sendo 100 pL nesse meio até
penultima cavidade (1:1). Na ultima cavidade ndo foi adicionada por ser o controle de crescimento.
As concentragdes variaram de 512 pg/mL a 0,5 pg/mL. Apo6s 24 h de incubacao, realizou-se a leitura
das placas por meio da visualizacdo da mudancga de cor do meio, caracterizada pela adigao de 20 uL
de resazurina (7-hidroxi-3H-fenoxazina-3-ona 10-6xido). A reduc¢do da CIM do brometo de etideo ou
de antibidticos especificos em cepas portadoras de bombas de efluxo ¢ considerada um indicativo de
inibicdo desses sistemas de resisténcia bacteriana, conforme metodologia descrita por Tintino et al.
(2020). Todos os experimentos foram realizados em triplicata. A mesma metodologia foi aplicada aos

antibioticos testados.

Analise Estatistica

Os dados centrais e desvios padroes foram obtidos de acordo com a metodologia de Freitas et
al. (2021a), sobre analise microbiologica em placas de microdiluicao. Foi realizado um teste ANOVA
de uma via, com teste post hoc de Bonferroni. Para a analise, foi utilizado o programa estatistico

GraphPad Prisma 6.01, considerando p < 0,05 como significativo e p > 0,05 ndo significativo.

Detalhes computacionais
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As simulagdes 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 cddigos

aplicados sao 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 otimizagao conformacional usando o campo de forga classico MMFF94 (Merck Molecular Force
Field 94). As etapas de minimizacdo de energia foram realizadas com o programa Avogadro®
(Snyder; Kucukkal, 2021), configurado para empregar o formalismo MMFF94 e o algoritmo Steepest
Descent, com um total de 500 iteracdes e critério de convergéncia estabelecido em 1 x 1077 (Donchev

et al., 2005).

Obtencao e preparacio das estruturas proteicas

As sequéncias de aminoacidos de MepA de Staphylococcus aureus K2068 ¢ NorA de S.
aureus 1199B foram adaptadas de acordo com De Araujo et al. (2025) e Freitas et al. (2024, 2022).
A MepA foi obtida do banco de dados Universal Protein Resource (UniProt, http://www.uniprot.org),
depositada sob o codigo NCTC8325 (Pundir et al., 2016; Warraich et al., 2021). Assim, a construgao
do  modelo  proteico  foi  realizada  utilizando o  servidor SWISS-MODEL

(https://swissmodel.expasy.org/), que identifica modelos estruturais por meio de alinhamento de

sequéncias usando o algoritmo HMM-HMM-based lightning-fast iterative sequence search (HHblits)
(Remmert et al., 2012). Com base no alinhamento, a estrutura com maior similaridade foi selecionada
para a constru¢do do modelo; dessa forma, 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 cddigo PDB 7LO7 (NorA em complexo com Fab25), com

resolugdo de 3,74 A, determinada por microscopia eletronica, e classificada como proteina
transportadora de Staphylococcus aureus/Homo sapiens, conforme recentemente caracterizado por

Brawley et al. (2022).

Procedimentos gerais de docking
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As simulagdes de docking molecular foram realizadas utilizando o AutoDock Vina® (Trott;

Olson, 2010), empregando caixas de grade (grid boxes) configuradas para abranger completamente
as estruturas-alvo. Para a proteina MepA, a caixa foi centralizada 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 foi centralizada
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 com a adi¢ao
de cargas parciais de Gasteiger e Kollman, e os hidrogénios apolares foram fundidos aos respectivos
atomos pesados, seguindo os protocolos padrao do AutoDock Vina®. Todos os demais parametros
foram mantidos em seus valores padrao (Wiley et al., 2006). Foram realizadas 50 execucdes
independentes de docking por ligante, cada uma gerando 20 conformagdes de ligacdo (poses),
utilizando um parametro de exaustividade de 64 para garantir uma amostragem robusta do espaco
conformacional. A pose representativa foi selecionada com base na energia livre de ligacdo mais
favoravel (menores valores previstos de afinidade) e 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 docking, foram realizadas
simulagdes de redocking, nas quais as conformagdes dos ligantes co-cristalizados foram reencaixadas
em suas respectivas proteinas-alvo. A acurécia do redocking foi avaliada por meio do calculo do
desvio quadratico médio (RMSD) entre a pose predita e a estrutura experimental. Valores de RMSD
< 2,0 A foram adotados como critério de 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 ligagao estimada pelas simulagdes. Complexos com valores de afinidade inferiores
a —6,0 kcal/mol foram considerados energeticamente favordveis e potencialmente estaveis
(Shityakov; Forster, 2014). Todas as simulacdes foram realizadas sob condi¢des de parametrizagdo
idénticas, garantindo consisténcia metodologica e permitindo comparagdes 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 HDZH20 foram determinadas utilizando o software MarvinSketch (ChemAxon, licenca
académica). Os parametros calculados foram avaliados de acordo com os critérios de semelhanca a
farmacos, seguindo a regra 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,
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peso molecular, numero de doadores e aceptores de ligacdes de hidrogénio, area de superficie polar
topoldgica (TPSA) e numero de ligagdes rotacionaveis. Além disso, foi aplicado o algoritmo de
otimizacao multiparamétrica para penetracdo no sistema nervoso central (CNS MPO) (Pires et al.,
2018), implementado no proprio software, para prever o potencial do composto atravessar a barreira
hematoencefalica (BBB), critério relevante para farmacos de a¢do central. Os parametros
farmacocinéticos relacionados a absorcao, distribui¢do, metabolismo e excrecao (ADME) foram
estimados por meio de uma abordagem de consenso, combinando dados preditivos do servidor

PreADMET, baseados em modelos in vitro (https://preadmet.bmdrc.kr/adme-prediction/), com os

resultados das ferramentas de triagem in silico do servidor SwissADME (http://www.swissadme.ch/),

aumentando a robustez das inferéncias quanto a viabilidade biofarmacéutica do composto.

Farmacoforos toxicos e efeitos toxicologicos

A identificagdo dos grupos farmacoforicos foi realizada por meio de triagem virtual de alto
desempenho  (High-Throughput Screening, HTS) utilizando a plataforma eMolTox

(https://xundrug.cn/moltox). Esse procedimento possibilitou a deteccdo automatizada de

subestruturas moleculares associadas a toxicidade, reatividade quimica ou instabilidade metabdlica,
com base em algoritmos preditivos validados. As subestruturas identificadas como alertas
toxicologicos foram posteriormente analisadas quanto a sua correlagdo com possiveis efeitos
adversos, utilizando o composto HDZH20 como modelo de similaridade estrutural. Essa andlise foi
complementada com dados das bases preditivas dos  servidores PreADMET

(https://preadmet.bmdre.kr/toxicity/) e ProTox-3.0

(https://tox.charite.de/protox3/index.php?site=home), permitindo a associag¢do entre as subestruturas

identificadas e os respectivos riscos toxicologicos, como hepatotoxicidade, mutagenicidade,

carcinogenicidade e toxicidade aguda.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Do ponto de vista estrutural, o composto HDZH20H ¢ um derivado hidrazonico da
hidralazina, caracterizado pela presenga do grupo funcional hidrazona (—-C=N-NH-) resultante da
condensacao entre hidralazina e isoniazida. Essa estrutura apresenta um sistema conjugado capaz de
atuar tanto como doador quanto como aceptor de ligacdes de hidrogénio, além de apresentar
lipofilicidade moderada. Essas caracteristicas estruturais favorecem interagdes com a membrana
bacteriana e com proteinas transmembranares, como as bombas de efluxo, sem necessariamente
induzir um efeito bactericida direto. Estudos anteriores indicam que hidrazonas com esse perfil

estrutural sdo mais propensas a modular mecanismos de resisténcia do que a inibir diretamente o
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crescimento bacteriano, o que ¢ consistente com os achados deste estudo (Rollas; Kiiciikgiizel, 2007,
Nery et al., 2023).

O método da Concentragao Inibitoria Minima (CIM) ¢ amplamente utilizado para determinar a menor
concentracdo de um composto capaz de inibir o crescimento bacteriano visivel e ¢ considerado um
ensaio padrdo para avaliagdo da atividade antimicrobiana e de moduladores de resisténcia
(Kadetabkova et al., 2024). No presente estudo, os valores de CIM do composto hidrazonico
HDZH2OH contra as cepas de S. aureus 1199B (NorA) e K2068 (MepA) foram > 1024 pg/mL,
indicando auséncia de atividade antibacteriana intrinseca significativa quando o composto foi testado
isoladamente.

Esse comportamento ¢ consistente com diversos estudos que demonstram que hidrazonas e
derivados da hidralazina frequentemente nao apresentam forte atividade antimicrobiana direta,
atuando principalmente como moduladores de resisténcia, interferindo nos mecanismos adaptativos
bacterianos, particularmente nas bombas de efluxo (Coutinho et al., 2011; Tintino et al., 2020; Nery
etal., 2023).

O efeito potencializador do HDZH2OH ¢ ilustrado nos graficos a seguir. Quando associado a
norfloxacina contra a cepa S. aureus 1199B, observou-se uma redu¢ao da CIM de 256 pg/mL para
101,59 pg/mL, indicando um possivel efeito potencializador, conforme mostrado no Gréafico 1.
Entretanto, essa reducdo foi menos pronunciada do que a observada na presenca de CCCP e CPZ,
sugerindo atividade parcial ou indireta sobre o mecanismo de resisténcia.

Resultados semelhantes foram relatados por Nascimento et al. (2024), que demonstraram que
a hidralazina e seus derivados podem potencializar antibidticos contra S. aureus resistente a meticilina
sem apresentar atividade antibacteriana significativa quando testados isoladamente. Esses achados
sustentam a hipotese de que compostos hidrazonicos podem atuar como adjuvantes terapéuticos,

restaurando parcialmente a eficacia de antibidticos comprometida por mecanismos de efluxo.
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Grifico 1: CIMs (MICs) do Norfloxacino na presenga e auséncia de HDZH20OH, assim como de
Clorpromazina (CPZ) e carbonil cianeto-3-clorofenilhidrazona (CCCP) frente a cepa 1199B (NorA)

de S. aureus.

k8% 15500001

O Grafico 2 mostra os resultados da associacao entre HDZH2OH e brometo de etidio (EtBr).
O EtBr isolado apresentou CIM de 12,69 pg/mL, enquanto sua associacdo com o composto reduziu
a CIM para 8 ng/mL. Entretanto, essa redugdo ndo foi estatisticamente significativa, indicando que o

HDZH2OH nao exerce efeito inibitdrio relevante sobre o sistema de efluxo NorA na cepa 1199B.
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Grifico 2: CIMs (MICs) do Brometo de Etidio na presenca e auséncia de HDZH2OH, assim como

de Clorpromazina (CPZ) e carbonil cianeto-3-clorofenilhidrazona (CCCP) frente a cepa 1199B

(NorA) de S. aureus

O Gréfico 3 apresenta os valores de CIM obtidos para a ciprofloxacina, utilizada como
antibiotico especifico para a bomba MepA na cepa K2068. Na auséncia do composto, a CIM
observada foi de 16 pg/mL, enquanto na presenca de HDZH2OH, aumentou para 25,40 pg/mL. Esse
comportamento sugere auséncia de efeito potencializador e pode indicar interferéncia negativa na

atividade do antibidtico, possivelmente devido a interagdes quimicas entre o composto e o fArmaco.
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Staphylococcus aureus K2068
Grifico 3: CIMs (MICs) do Ciprofloxacino na presenca e auséncia de HDZH2OH, assim como de

Clorpromazina (CPZ) e carbonil cianeto-3-clorofenilhidrazona (CCCP) frente a cepa K2068 (MepA)

de S. aureus.

O Grafico 4 demonstra os valores de CIM do brometo de etidio isolado e em associagao com
HDZH2OH e inibidores padrao (CPZ e CCCP). O EtBr isolado apresentou CIM de 8 pg/mL, que foi
reduzida para 2 pg/mL na presenga do composto (p < 0,001), indicando reducdo estatisticamente
significativa. Esse resultado demonstra que o HDZH2OH apresenta atividade inibitoria efetiva contra

o sistema de efluxo MepA, caracterizando-o como um potencial modulador de bombas de efluxo

nessa cepa.
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Grifico 4: CIMs (MICs) do Brometo de Etidio na presenca e auséncia de HDZH2OH, assim como
de Clorpromazina (CPZ) e carbonil cianeto-3-clorofenilhidrazona (CCCP) frente a cepa K2068

(MepA) de S. aureus

Esses achados sugerem que o HDZH2OH apresenta atividade seletiva, possivelmente
relacionada a diferengas estruturais e funcionais entre as bombas de efluxo NorA e MepA, que,
embora ambas pertencam a familia MFS, apresentam sitios de ligacao ao substrato e mecanismos de
extrusao distintos (Schindler et al., 2015; Costa et al., 2022).

A auséncia de potencializag¢do da ciprofloxacina na cepa K2068, juntamente com o aumento
observado da CIM, pode estar relacionada a interagdes fisico-quimicas entre o antibidtico e o
composto hidrazdnico, resultando em reducao da biodisponibilidade do farmaco ou competigdao por
sistemas de transporte. Fendmenos semelhantes foram descritos para associacdes envolvendo
compostos aromaticos contendo nitrogénio e fluoroquinolonas (Tintino et al., 2020; Nascimento et
al., 2023).

Do ponto de vista estrutural, a hidrazona HDZH2OH apresenta um nucleo hidrazonico
conjugado (—C=N-NH-), capaz de atuar como doador e aceptor de ligacdes de hidrogénio e exibindo
lipofilicidade moderada. Essas caracteristicas favorecem sua interacdo com a membrana bacteriana e
com proteinas transmembranares, como as bombas de efluxo, sem necessariamente induzir lise
celular ou inibi¢do direta do crescimento bacteriano (Rollas; Kiigiikglizel, 2007; Nery et al., 2023).

Além disso, a presenca de grupos aromaticos e heterodtomos pode contribuir para a afinidade
do composto por sitios hidrofobicos no interior das proteinas transportadoras, explicando a
seletividade observada em relacdo a bomba de efluxo MepA. Estudos de modelagem molecular e

docking realizados com hidrazonas estruturalmente relacionadas demonstraram interagdes estaveis
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com regides internas das bombas de efluxo, reforcando essa hipdtese mecanistica (Santos et al., 2022;
Coutinho et al., 2023).

De modo geral, os resultados corroboram a literatura ao demonstrar que a hidrazona derivada
da hidralazina avaliada neste estudo, em concordincia com relatos anteriores sobre hidrazonas
relacionadas, atua principalmente como modulador de resisténcia, com efeitos dependentes da cepa
bacteriana, do tipo de bomba de efluxo e do substrato utilizado. A atividade diferenciada do
HDZH2OH frente as bombas NorA e MepA destaca a importancia de avaliacdes individualizadas e
reforca o potencial desses compostos como adjuvantes no tratamento de infecgdes por Staphylococcus
aureus multirresistente.

Com base em um conjunto de simulagdes independentes de docking molecular, observou-se
que o ligante HDZH20O apresenta afinidade de interacdo com a bomba de efluxo MepA da cepa
Staphylococcus aureus K2068, ocupando o mesmo dominio de interagdo que os substratos CCCP e
EtBr, bem como o controle clorpromazina (CPZ) (Fig. 5(A)), o que sugere uma sobreposicao espacial
relevante para a modulacao da atividade da proteina. A andlise dos complexos derivados do docking
revelou ainda que o HDZH2O apresentou afinidade significativa pela MepA, com energia de ligagao
calculada de —7,2 kcal/mol, e demonstrou alta seletividade espacial para o sitio de interacao,
sustentada principalmente por contatos hidrofébicos com regides alifaticas e por interagdes de anéis
aromaticos envolvendo os residuos Phe60, Met63, Phel150, Phel54, Thr202 e GIn206 (Fig. 5(E) e
Tabela 1), indicando um modo de ligacio direcionado e fortemente dependente da

complementaridade lipofilica.

Table 1. Dados sobre interagdes ligante—receptor (L—R) no processo de redocking do agonista CPZ, substratos classicos

CCCP e EtBr, e simulagdes de docking molecular do HDZH2O, via receptor da bomba de efluxo MepA.

EA RMSD
Compd Inter. type Residues / distances (A)
(kcal/mol) A)

Tyr36 (3.94), Phel50 (4.43), Phel54

Hydrophobic (3.45), Pro176 (3.56), Pro176 (4.55),

CCCP 5.9 1.425
Thr202 (3.86), GIn206 (4.49)
H-bond Asn37 (4.07), Tyr139 (3.94)
Phe60 (4.09), Met63 (4.02), Tyr130
CpPZ -5.9 1.448  Hydrophobic (4.47), Phel54 (3.65), Thr202 (4.61),

GIn206 (3.90)
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Met33 (0.72), Tyr36 (3.98), Tyr36 (4.93),
Hydrophobic Asn37 (3.72), Phe60 (4.61), Phel54
EtBr -6.8 1.524 (3.56), Pro176 (4.19), Thr202 (4.73)
H-bond GIn206 (3.13)
n-Stacking  Tyr36 (5.33)
Met33 (0.99), Tyr36 (4.52), Phe60 (4.24),
Met63 (4.27), Tyr139 (4.86), Phel50
Hydrophobic (3.57), Phel54 (3.90), Prol76 (4.15),
Pro176 (3.66), Thr202 (4.76), GIn206
(4.70)
H-bond Asn37 (3.16)

HDZH20H -1.2 1.997

Notas:CCCP: carbonil-m-clorofenil hidrazona cianeto. CPZ: clorpromazina. EtBr: brometo de etidio.
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EA: -6.8 kcal/mol

(E)
Phe154 Tyr36
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$ 3 Phe154 Met-6§~ SPheGO

HDZH20
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-

Ligands MepA efflux pump
== Protein  S. aureus K2068

Fig. 5. (A) Visualizagdo tridimensional do docking do ligante na bomba de efluxo MepA, cepa S. aureus K2068, ¢
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) HDZH20.

O brometo de etidio (EtBr, —6,8 kcal/mol) e o carbonil cianeto m-clorofenil hidrazona (CCCP,
—5,9 kcal/mol), que sdo substratos classicos da bomba de efluxo MepA, apresentaram interacdes em
regides semelhantes do dominio de ligacdo (Fig. 5(B) e 5(D)), envolvendo os residuos Phel54,
Thr202, GIn206, Pro176 e Met33, com distancias de contato variando de 0,72 a 4,7 A (Tabela 1). O

composto controle clorpromazina (CPZ) exibiu energia de afinidade de —5,9 kcal/mol, com

40

Produc@o Cientifica



desempenho inferior ao do derivado HDZH2O, que apresentou energia de ligacdo mais favoravel
tanto em relagdo aos substratos cldssicos quanto ao controle (Fig. 5(C) e Tabela 1).

As analises de interacao revelaram que, embora EtBr e CCCP compartilhem o mesmo dominio
de ligacdo, suas associagdes sdo sustentadas principalmente por contatos hidrofobicos, com
contribuicdo significativa de empilhamento aromatico (n—r stacking), o que define a natureza quimica
predominante dessas interagdes (Fig. 5(B) e 5(D)). Assim, EtBr ¢ CCCP foram estabilizados
predominantemente por contatos hidrofobicos e por empilhamento n—n, refletindo uma associagao
mais genérica e menos seletiva. Em contraste, 0 HDZH20 niao apenas exibiu maior afinidade, mas
também estabeleceu interacdes adicionais e mais direcionadas, sugerindo um acoplamento mais
estavel e seletivo ao sitio da MepA. Esse perfil distingue o derivado como um potencial modulador
competitivo, capaz de superar as limitagdes de reconhecimento inespecifico observadas para os
substratos classicos.

A investigagdo das simulagdes de docking molecular para a bomba de efluxo NorA de
Staphylococcus aureus 1199B demonstrou que o HDZH2O se posiciona em uma localizacao
adjacente ao substrato CCCP (—6,0 kcal/mol) e a clorpromazina (CPZ, —5,9 kcal/mol). Essa diferenca
de posicionamento sugere que, embora nao ocupe exatamente o mesmo sitio de interagdo, o HDZH20
pode interferir na dindmica do canal de efluxo, competindo parcialmente com esses ligantes e
potencialmente modulando a exportacdo de substratos (Tabela 2 e Fig. 6(A)).

Além disso, a andlise das interacdes ligante-receptor revelou perfis distintos entre os
compostos avaliados. O CCCP estabeleceu contatos hidrofobicos com os residuos Ile19, Val44,
Phe47, Ala48 e Asn340, além de formar quatro ligagdes de hidrogénio com GIn51, Arg310, Thr336
e Asn340, com distancias variando entre 2,2 e 4,7 A, sugerindo um acoplamento relativamente
direcionado e potencialmente estabilizador do complexo (Fig. 6(B) e Tabela 2).

Por outro lado, a CPZ interagiu principalmente por meio de interagdes hidrofobicas com os
residuos Glu222, Tyr225, 1le240, 1le244 e Phe303, com distancias entre 3,6 ¢ 4,2 A (Fig. 6(C) e
Tabela 2), sem contribui¢do de ligagcdes de hidrogénio, refletindo uma associagdo menos especifica e

possivelmente mais flexivel dentro do canal de efluxo.

Tabela 2. Dados sobre interagdes ligante-receptor (L—R) no processo de redocking do agonista CPZ, substratos

classicos CCCP e EtBr, e simulagdes de docking molecular do HDZH2O, via receptor da bomba de efluxo NorA.

EA RMSD
Compd Inter. type Residues / distances (A)
(keal/mol) A)

Ile19 (3.91), Val44 (4.49), Phe47

CCcCP -6.0 1.927 Hydrophobic
(3.78), Ala48 (4.61), Asn340 (4.74)

M1
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GIn51 (3.06), Arg310 (3.95),

H-bond
Thr336 (2.21), Asn340 (2.49)
Glu222 (3.73), Tyr225 (3.74),
~ 11e240 (4.27), 11e240 (3.68), 1le244
CPzZ -5.9 1.693 Hydrophobic

(3.90), 11e244 (3.62), 1le244 (3.86),
Phe303 (4.35), Phe303 (3.74)
Phe140 (4.74), Phe140 (3.87),
Phe340 (3.83), Glu222 (4.37),
Hydrophobic Glu222 (4.37), Tyr225 (3.71),

EtBr -8.0 1.674
11240 (4.69), 1le244 (3.48), Phe303
(4.79)
H-bond  Asp307 (2.83)
Arg310 (2.97), Arg310 (4.32),
HDZH20H -1.3 1.442 H-bond Thr336 (3.38), Ser337 (3.80),

Asn340 (2.45)

Notas: CCCP: carbonil-m-clorofenil hidrazona cianeto. CPZ: clorpromazina. EtBr: brometo de etidio.
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(E)
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Ligands  NorA efflux pump
Protein  S. aureus 1199B

Fig. 6. (A) Visualizacdo tridimensional do docking 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) HDZH2O0.
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Apesar disso, o composto HDZH20 se acomoda no mesmo sitio de ligacdo que o substrato
classico EtBr na bomba de efluxo NorA de S. aureus 1199B. Essa sobreposi¢ao espacial sugere que
o HDZH2O0 pode competir com substratos naturais da proteina, atuando como um potencial inibidor
competitivo. Embora a afinidade do HDZH20 (7,3 kcal/mol) seja ligeiramente inferior a observada
para o EtBr (=8,0 kcal/mol) (Fig. 6(D) e 6(E)), ela permanece superior & do CCCP e da CPZ (-5,9
kcal/mol), indicando uma propensao satisfatoria do ligante a ocupar e se manter no sitio ativo.

Assim, a combinacao entre afinidade consideravel e posicionamento semelhante ao do EtBr
sustenta um mecanismo de inibi¢ao baseado na competi¢ao direta pelo sitio de efluxo, com potencial
para reduzir a exportagdo de antibidticos ou outros substratos e, consequentemente, restaurar a
eficacia antimicrobiana frente a cepas resistentes.

A andlise detalhada das interacdes ligante—receptor evidenciou perfis distintos para EtBr e
HDZH20 na bomba de efluxo NorA. O EtBr estabelece multiplas interacdes hidrofobicas com
residuos aromadticos e alifaticos do canal, incluindo Phe140, Phe340, Tyr225, Ile240, [le244 e Phe303,
com distancias variando de 3,48 a 4,79 A, além de formar uma ligacdo de hidrogénio com Asp307
(2,83 A) (Tabela 2).

O HDZH2O, por sua vez, apresenta um padrdo complementar: estabelece multiplas ligagdes
de hidrogénio com Arg310, Thr336, Ser337 e Asn340 (distancias entre 2,45 e 4,32 A), formando uma
rede de interagdes polarizadas que favorecem estabilidade e seletividade dentro do sitio.
Diferentemente do EtBr, o HDZH20 ndo depende predominantemente de contatos aromaticos; sua
rede de ligagdes de hidrogénio permite um acoplamento firme e potencialmente competitivo,
ocupando regides adjacentes ao substrato e sugerindo um mecanismo de inibicdo baseado na
competicao parcial pelo canal de efluxo.

Os parametros fisico-quimicos e a semelhanga a farmacos do HDZH2O estdo resumidos na
Tabela 3 e ilustrados no radar de biodisponibilidade da Figura 7(B). O peso molecular (MW) de
264,29 g/mol e a area de superficie polar topologica (TPSA) de 70,40 A2 indicam que a molécula é
compacta e suficientemente polar para favorecer a permeabilidade celular. Esse perfil ¢ compativel
com a lipossolubilidade estimada pelos algoritmos de particdo, apresentando logP de 3,53
(ChemAxon) e 2,59 (método de Crippen), valores que atendem aos requisitos da “regra dos cinco”
de Lipinski e a regra de Veber para boa biodisponibilidade oral.

A lipofilicidade dependente do pH ¢ detalhada no grafico da Figura 7(A) e nos dados da
Tabela 3. O valor de pKa de 4,05, associado a um grupo amina presente em um dos anéis aromaticos,
indica a presenca de um centro basico capaz de aumentar a lipofilicidade sob condi¢des fisiologicas.
A similaridade entre logD e logP, ambos préximos de 3,53, sugere que a forma predominante da
molécula ¢ neutra, apresentando um balanco adequado entre caracteristicas lipofilicas e hidrofilicas,

o que ¢ favoravel para permeabilidade e absor¢ao intestinal.
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Tabela 3. Propriedades fisico-quimicas e perfil de semelhanca a firmacos da chalcona HDZH20

Physicochemical property Value Source
Molecular weight 264.29 CheAxon
logP 353 CheAxon
WlogP 2.59 Wildman method
H-bond acceptors 4.0 CheAxon
H-bond donors 2.0 CheAxon
Rotatable bonds 3.0 CheAxon
Topological Polar Surface 70.40 CheAxon
Area

pKa (most basic center) 4.05 CheAxon
logD at pH 6.4 3.53 CheAxon
logD at pH 7.4 3.53 CheAxon
logS -4.44 CheAxon
Rule of five Accepted Lipinski method
GSK rule Accepted Veber method
CNS MPO score (Pfizer) 4.47 CheAxon
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Figura 7. (A) Mapa de superficie do potencial de lipofilicidade molecular (MLP) da base conjugada ao HDZH20
(logD7,4); (B) radar de otimizagdo multiparamétrica (MPO) que expressa o grau de desejabilidade ADME. O espectro
MPO foi analisado especificamente alinhando (C) TPSA e logP para estimar o perfil de permeabilidade no SNC e (D)
MW e logD em pH 7.4 para estimar o perfil de absor¢do oral e estabilidade metabolica.

Nesse contexto, 0o HDZH20 demonstra caracteristicas compativeis com compostos ativos no
sistema nervoso central, sugerindo potencial para atravessar barreiras fisiologicas e manter perfis
farmacocinéticos favoraveis. A aplicacao do indice de Otimizagao Multiparamétrica do SNC (CNS
MPO), mostrado na Figura 7(C), revelou uma pontuacdo de 4,47, indicando que a molécula atende
aos critérios de semelhanca a farmacos e apresenta atributos desejaveis, como elevada permeabilidade
passiva (Papp), baixo efluxo mediado pela glicoproteina P (P-gp) e depuracao metabdlica reduzida
(Yee, 1997). Esses pardmetros posicionam o HDZH2O dentro do quadrante de compostos centrais
ativos no conjunto de referéncia da Pfizer, conforme ilustrado na Figura 7(D), refor¢ando seu perfil
promissor para aplicagdes no SNC.

As caracteristicas fisico-quimicas do HDZH2O estdo diretamente relacionadas a sua
biodisponibilidade prevista, estimada em 55% de probabilidade de alcancar pelo menos 10% de
absor¢do oral em modelos de ratos, frequentemente utilizados como preditores para humanos. Por se
tratar de uma molécula predominantemente neutra em condigdes fisioldgicas e compativel com os

limites da “regra dos cinco” de Lipinski (MW <500, logP <5, HBA < 10, HBD <5), ela apresenta
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baixa probabilidade de ser transportada pela glicoproteina P (P-gp), favorecendo elevada absorc¢ao
intestinal (HIA = 93,57%) (Daina; Michielin; Zoete, 2017), conforme mostrado na Tabela 4.

A estimativa de ligacdo a proteinas plasmaticas (PPB = 92,36%) sugere que a substancia se
distribui entre o plasma e diferentes tecidos, aumentando a chance de atingir o sistema nervoso
central. De forma complementar, o valor calculado de permeabilidade aparente (Papp = 5,53 x 107
cm/s) no modelo in vitro de células renais caninas MDCK, obtido pelo PreADMET, corrobora a
previsao in silico de boa permeabilidade a barreira hematoencefalica (BBB) pelo modelo BOILED-

Egg do SwissADME, conforme apresentado na Tabela 4.

Tabela 4. Perfil farmacocinético pelos modelos ADME dos servidores SwissADME e PreADMET

ADME profile PreADMET SwissADME
F>10% (Bioavailability) Not reported 0.55
P-gp inhibitor No Not reported
P-gp substrate Not reported No
HIA (Human intestinal 93.57% High
absorption)

PPB  (Plasma  protein 92.36% Not reported
binding)

BBB (Blood-Brain ~ 5.53 x 10> cm/s (Papp)* -+
Barrier)

CYP3A4 substrate No Not reported
CYP2D6 substrate No Not reported
CYP3A4 inhibitor No No
CYP2D6 inhibitor No No
CYP2C9 inhibitor Yes No
CYP2C19 inhibitor Yes No

Notas: A penetracao na BBB no servidor PreADMET foi estimada pelo modelo in vitro de permeabilidade passiva (Papp)
da linhagem celular Madin-Darby Canine Kidney (MDCK).

A andlise do metabolismo do HDZH2O pelas isoformas do citocromo P450 (CYP450) indica que a
molécula possui baixa propensdo a ser metabolizada pelas CYP3A4 e CYP2D6, sugerindo menor
taxa de depuragdo e possivel prolongamento da meia-vida plasmatica. Em paralelo, o HDZH20
demonstrou forte potencial de inibicdo das isoformas CYP2C19 e CYP2C9, o que pode resultar em
aumento das concentracdes plasmaticas de firmacos coadministrados que dependam dessas enzimas

para biotransformacao (Tabela 4).
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A avaliagdo da toxicidade do HDZH2O, realizada por meio das plataformas PreADMET,
ProTox-II e da triagem de subestruturas do eMolTox, sugere que o fragmento anilina ¢
metabolicamente instavel e pode contribuir para hepatotoxicidade induzida por farmacos (DILI).
Adicionalmente, os fragmentos do tipo ftalazina apresentam potencial de intera¢do covalente com o
DNA, indicando risco mutagénico. Todavia, o grupo orto-substituido no anel benzénico pode
aumentar a seletividade para atividade antimicrobiana (Fig. 8(A)). Entretanto, a predi¢ao da dose letal
(LDso = 350 mg/kg) indica que efeitos adversos significativos podem ocorrer apenas em doses

elevadas, evidenciando risco toxico médio em condic¢des de exposicao fisioldgica normal (Tabela 5).
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Figura 8. Contribuicdes estruturais e farmacoforos.

Tabela 5. Desfechos toxicologicos e dose letal oral (LDso) pela predigdo consensual dos servidores Pre ADMET e ProTox-

I

Toxic property PreADMET ProTox-3.0
DILI Not reported +(0.62)
AMES Mutagenic Mutagenic +(0.74)
hERG inhibitor Low risk Not reported
LD50 Not reported 350mg/kg (class 4)
CONCLUSAO

O composto hidrazénico HDZH2OH nao apresentou atividade antibacteriana intrinseca contra
cepas de Staphylococcus aureus que possuem as bombas de efluxo NorA e MepA, conforme indicado
pelos altos valores de CIM observados quando o composto foi testado isoladamente. No entanto, os
ensaios de modulagdo da resisténcia demonstraram que o composto interferiu seletivamente nos
mecanismos de efluxo bacteriano, particularmente na bomba MepA da cepa K2068, como
evidenciado pela reducdo significativa da CIM do brometo de etidio. Esses achados indicam que o
HDZH20H atua principalmente como um modulador de resisténcia, € ndo como um agente
antibacteriano direto. Em relacdo a bomba NorA, foi observada uma potencializagdo parcial da
norfloxacina contra a cepa 1199B, indicando que a atividade do composto depende tanto do tipo de

bomba de efluxo quanto do substrato utilizado. A auséncia de um efeito significativo sobre o
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brometo de etidio nessa cepa reforca a hipotese de que o HDZH2OH interage seletivamente com os
sistemas de efluxo e ¢ influenciado por diferencas estruturais e funcionais entre as proteinas
transportadoras. De modo geral, os resultados sugerem que o HDZH2OH possui potencial como
adjuvante terapéutico, contribuindo para a restauracdo parcial da eficacia de antibidticos
comprometida pela resisténcia mediada por bombas de efluxo. Esses achados ressaltam a importancia
do desenvolvimento de compostos hidrazonicos como moduladores da resisténcia bacteriana e
indicam a necessidade de estudos adicionais, como ensaios de acumulo intracelular, modelagem
molecular e avaliacdo frente a outros sistemas de efluxo, para elucidar de forma mais precisa seu
mecanismo de a¢do e sua aplicabilidade clinica. As simula¢des de docking molecular revelaram que
o HDZH2O0 apresenta marcada seletividade para a cepa SA K2068 (que expressa MepA) e potencial
para modular sinergicamente a atividade da clorpromazina (CPZ), do carbonil cianeto m-
clorofenilhidrazona (CCCP) e do brometo de etidio contra cepas de Staphylococcus aureus SA1199B
(que superexpressam NorA). Em concordancia com esses achados, as analises farmacocinéticas
demonstraram alto grau de semelhanga com um farmaco antimicrobiano de uso oral, com volume de
distribuicdo favoravel, potencial atividade no sistema nervoso central (SNC) e risco moderado de

toxicidade por ingestdo.
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5 CONSIDERACOES FINAIS

O presente estudo possibilitou uma investigagdo aprofundada sobre a acdo antibacteriana
direta de derivados da hidralazina e seu potencial para reverter a resisténcia bacteriana, por meio da
inibi¢do do mecanismo de efluxo em cepas de Staphylococcus aureus. Os resultados obtidos
demonstraram que esses compostos apresentam atividade significativa contra as bactérias portadoras
das bombas de efluxo NorA e MepA, evidenciando a relevancia dessas substancias como candidatos

promissores para o combate a resisténcia bacteriana.

A sintese dos derivados da hidralazina foi realizada com sucesso, permitindo a obtenc¢do de
compostos com propriedades fisico-quimicas adequadas para a interagdo com as proteinas-alvo. A
escolha criteriosa das modificagdes quimicas contribuiu para o aprimoramento da atividade
antimicrobiana, refor¢cando a importancia do desenho racional de moléculas para o desenvolvimento

de novos agentes terapéuticos.

Os testes de concentragdo inibitéria minima (MIC) realizados com brometo de etidio e
ciprofloxacina, isolados e em combinagdo com moduladores como CCCP, clorpromazina (CPZ) e
hidrazona (HDZH2OH), mostraram resultados expressivos quanto a reversdo da resisténcia
bacteriana. Para a cepa S. aureus 1199B, por exemplo, a adicdo de CCCP e CPZ reduziu
significativamente a MIC do brometo de etidio e da ciprofloxacina, com CPZ sendo particularmente
eficaz na reducao da MIC do brometo de etidio para cerca de 2 pg/mL. Ja o modulador HDZH2OH
apresentou efeito moderado ou ausente, dependendo da combinacao, sugerindo uma atuagdo variavel

dependendo da cepa e do antimicrobiano utilizado.

Na cepa S. aureus K2068, portadora da bomba MepA, observou-se que CCCP e CPZ também
promoveram reducdes significativas nas MICs da ciprofloxacina e do brometo de etidio, reforcando
a hipotese da inibicao das bombas de efluxo como mecanismo central para a reversao da resisténcia.
Curiosamente, o derivado HDZH2OH apresentou resultados distintos nesta cepa, aumentando a MIC
da ciprofloxacina sem diferenga significativa, mas reduzindo a MIC do brometo de etidio de forma

significativa, ainda que menos pronunciada que os outros moduladores.

A avaliacao funcional dos compostos sobre o mecanismo da bomba de efluxo, por meio desses
testes, confirmou a capacidade de inibir a acdo dessas bombas, fator crucial para a reversdo da
resisténcia bacteriana. A inibicdo das bombas NorA e MepA propiciou a reten¢do intracelular dos

antibioticos, potencializando sua eficicia contra as cepas testadas.

Adicionalmente, a docagem molecular proporcionou um entendimento detalhado das
interagdes moleculares entre os derivados da hidralazina e os sitios ativos das bombas de efluxo. Essa
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abordagem computacional revelou os principais residuos envolvidos na ligag¢ao e sustentou os dados
experimentais, destacando a complementaridade entre técnicas experimentais e in silico na

investigacao farmacologica.

Os testes computacionais de ADMET indicaram que os compostos avaliados apresentam
perfis de toxicidade aceitaveis, sugerindo que, além da atividade antibacteriana, eles detém
caracteristicas favoraveis para o desenvolvimento como agentes terapéuticos seguros. Estes

resultados refor¢am a viabilidade dos derivados da hidralazina para avangos em estudos pré-clinicos.

Embora os resultados obtidos sejam promissores, algumas limitagdes foram identificadas,
como a necessidade de validagdo in vivo para confirmar a eficacia e seguranga dos compostos, bem
como a investigacdo de possiveis mecanismos de resisténcia alternativos que possam comprometer a

atividade dos derivados.

Como sugestdes para trabalhos futuros, recomenda-se a realizagdo de ensaios in vivo para
avaliar a farmacocinética, farmacodinamica e toxicidade dos compostos em modelos animais. Além
disso, estudos que explorem a combinagdo dos derivados da hidralazina com diferentes classes de
antibioticos poderdo ampliar o entendimento sobre sinergias terapé€uticas. Outra linha promissora
inclui a analise detalhada do efeito dos moduladores HDZH2OH em diferentes cepas e sob diferentes

condigdes, para elucidar os mecanismos envolvidos em sua atuagdo variavel.

Por fim, ¢ importante aprofundar a analise estrutural das bombas de efluxo através de técnicas
avangadas de cristalografia e simulagdes de dinamica molecular para identificar novos sitios de
interacdo e desenvolver derivados ainda mais eficientes. Essa linha de pesquisa pode contribuir

significativamente para o combate a crescente ameaga da resisténcia bacteriana.
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