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Resumo/Abstract 

RESUMO 

Síntese Química, Estudos In Silico e In Vitro para Avaliação da Atividade Antibacteriana 
de Chalconas em Cepas Portadoras de Bomba de Efluxo 

 

Introdução: A resistência bacteriana aos antibióticos representa uma grave ameaça à saúde 
pública global, exigindo o desenvolvimento de novas estratégias terapêuticas. Este trabalho 
investigou o potencial de duas aminochalconas como inibidoras das bombas de efluxo NorA e 
MepA em cepas multirresistentes de Staphylococcus aureus (MRSA). O estudo combinou 
abordagens in silico e in vitro para avaliar a síntese, interações moleculares, propriedades 
farmacocinéticas e eficácia antimicrobiana das chalcona. Objetivo: Avaliar o potencial das 
chalconas como inibidoras de bombas de efluxo em cepas de Staphylococcus aureus e sua 
capacidade de reverter a resistência antimicrobiana mediada por essas proteínas. Metodologia: 
As chalconas foram sintetizadas via condensação aldólica de Claisen-Schmidt e caracterizada 
por RMN de ¹H e ¹³C e HPLC. Ensaios de docking molecular foram realizados para prever 
interações com as bombas NorA (PDB: 7LO7) e MepA (AlphaFold: Q2G140). As propriedades 
ADMET foram avaliadas para prever segurança e viabilidade terapêutica do composto. Testes 
in vitro incluíram determinação da Concentração Inibitória Mínima (CIM), ensaios de 
modulação da resistência com antibióticos (norfloxacina e ciprofloxacina) e brometo de etídio 
(EtBr), além de avaliação da permeabilidade membranar com SYTOX Green. Resultados e 
Discussões: A chalcona 4Cl foi obtida com pureza de 99,9%, confirmada por técnicas 
espectroscópicas. O docking molecular revelou alta afinidade por resíduos críticos das bombas 
NorA (Glu222) e MepA (Tyr35, Asn39), com energias de ligação favoráveis. No entanto, 
análises ADMET indicaram alertas para cardiotoxicidade e mutagenicidade para a chalcona 
4Cl. As aminochalconas não demonstraram atividade antibacteriana direta (CIM ≥ 1024 

µg/mL), mas reduziram significativamente a CIM de antibióticos em cepas resistentes (até 3 
vezes para ciprofloxacina). Ensaios de fluorescência confirmaram sugerem das bombas de 
efluxo (aumento na retenção de EtBr para NorA) e alteração na permeabilidade membranar 
(aumento na fluorescência do SYTOX Green). Conclusões: As chalconas mostraram potencial 
como adjuvante terapêutico para reverter a resistência bacteriana mediada por bombas de 
efluxo, atuando sinergicamente com antibióticos. Contudo, o perfil toxicológico demanda 
otimizações estruturais para aplicação clínica. Estudos futuros devem focar em modificações 
moleculares para reduzir efeitos adversos e validar a eficácia in vivo. 

 

Palavras-Chave: Staphylococcus aureus, chalconas, resistência bacteriana, bombas de efluxo, 
docking molecular, ADMET. 
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Resumo/Abstract 

ABSTRACT 

Chemical Synthesis, In Silico and In Vitro Studies to Evaluate the Antibacterial Activity 
of Chalcones in Efflux Pump-Harboring Strains 

 

Introduction: Bacterial resistance to antibiotics represents a serious global public health threat, 
requiring the development of new therapeutic strategies. This study investigated the potential 
of two aminochalcones as inhibitors of the NorA and MepA efflux pumps in multidrug-resistant 
Staphylococcus aureus (MRSA) strains. The research combined in silico and in vitro 
approaches to evaluate the synthesis, molecular interactions, pharmacokinetic properties, and 
antimicrobial efficacy of the chalcones. Objective: To assess the potential of chalcones as 
efflux pump inhibitors in Staphylococcus aureus strains and their ability to reverse 
antimicrobial resistance mediated by these proteins. Methodology: The chalcones were 
synthesized via Claisen–Schmidt aldol condensation and characterized by ¹H and ¹³C NMR and 
HPLC. Molecular docking assays were performed to predict interactions with the NorA (PDB: 
7LO7) and MepA (AlphaFold: Q2G140) pumps. ADMET properties were evaluated to predict 
compound safety and therapeutic feasibility. In vitro assays included determination of the 
Minimum Inhibitory Concentration (MIC), resistance modulation tests with antibiotics 
(norfloxacin and ciprofloxacin) and ethidium bromide (EtBr), as well as membrane 
permeability assessment using SYTOX Green. Results and Discussion: The 4Cl chalcone was 
obtained with 99.9% purity, confirmed by spectroscopic techniques. Molecular docking 
revealed high affinity for key residues of the NorA (Glu222) and MepA (Tyr35, Asn39) pumps, 
with favorable binding energies. However, ADMET analyses indicated potential cardiotoxicity 
and mutagenicity alerts for the 4Cl chalcone. The aminochalcones did not exhibit direct 
antibacterial activity (MIC ≥ 1024 µg/mL) but significantly reduced the MIC of antibiotics in 

resistant strains (up to threefold for ciprofloxacin). Fluorescence assays confirmed efflux pump 
inhibition (increased EtBr retention for NorA) and changes in membrane permeability 
(increased SYTOX Green fluorescence). Conclusions: The chalcones demonstrated potential as 
therapeutic adjuvants to reverse efflux pump–mediated bacterial resistance, acting 
synergistically with antibiotics. However, their toxicological profile requires structural 
optimization for clinical application. Future studies should focus on molecular modifications to 
minimize adverse effects and validate in vivo efficacy. 

 

Keywords: Staphylococcus aureus, chalcones, bacterial resistance, efflux pumps, molecular 
docking, ADMET. 

 



   
 

xiii 
Relevância Científica para sociedade 

IMPORTÂNCIA/RELEVÂNCIA PARA A SOCIEDADE 

A resistência bacteriana representa uma ameaça crescente à saúde pública global, 

agravada pela escassez de novos antibióticos. Diante do desinteresse da indústria farmacêutica, 

a pesquisa acadêmica assume papel crucial na busca por compostos que restaurem a eficácia 

dos antimicrobianos existentes. Este estudo investigou duas aminochalconas com potencial para 

combater a resistência bacteriana, atuando especialmente sobre os mecanismos de resistência 

em cepas multirresistentes de Staphylococcus aureus (MRSA). Por meio da síntese dos 

compostos, triagem computacional (in silico) e testes laboratoriais (in vitro), observou-se que 

eles podem atuar de forma sinérgica com antibióticos, sugerindo seu possível uso como 

coadjuvantes no tratamento de infecções resistentes a medicamentos. A relevância deste 

trabalho reside na contribuição para o avanço do conhecimento científico sobre compostos com 

potencial antimicrobiano, fornecendo subsídios para futuras pesquisas pré-clínicas e para o 

desenvolvimento de novas estratégias de combate à resistência bacteriana.
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Introdução Geral 

1 INTRODUÇÃO GERAL 

1.1 ESTRATÉGIAS DE PESQUISA 

Esta pesquisa combinou abordagens computacionais e experimentais para investigar os 

efeitos de duas aminochalconas: 3-aminochalcona-4-clorobenzaldeído (CPA4Cl, denominada 

Chalcona 4Cl) e  3-aminoacetofenona 4-(dimetilamino)benzaldeído (CMA4DMA), sobre cepas 

multirresistentes de Staphylococcus aureus, com ênfase na inibição do mecanismo de 

resistência e mediado pelas proteínas de efluxo. Inicialmente, foi realizada uma triagem por 

docking molecular, com o objetivo de caracterizar a interação da molécula com essas bombas 

e predizer seu potencial inibitório. Em seguida, análises ADMET foram conduzidas para avaliar 

o perfil farmacocinético e toxicológico das chalconas, visando à sua viabilidade terapêutica. 

Posteriormente, ensaios in vitro foram aplicados para validar a hipótese de reversão da 

resistência bacteriana, testando a eficácia sinérgica da chalcona em combinação com 

antibióticos frente a cepas multirresistentes. Cada uma dessas etapas é detalhada a seguir. 

O docking molecular é uma ferramenta computacional de baixo custo amplamente 

utilizada no desenvolvimento de novos fármacos, permitindo reduzir significativamente o 

tempo necessário para a triagem de moléculas candidatas. Esta técnica baseia-se no princípio 

de que uma substância candidata (ligante) pode se ligar especificamente a um alvo molecular 

(receptor), formando um complexo estável (CHAUDHARY; TYAGI, 2024).  

As proteínas de efluxo (receptores) analisadas neste estudo foram NorA e MepA. A 

estrutura da proteína NorA foi obtida a partir do RCSB Protein Data Bank 

(https://www.rcsb.org/) e determinada por criomicroscopia eletrônica (cryo-EM), utilizando a 

técnica de single-particle analysis, em complexo com fragmentos de anticorpos sintéticos 

(Fabs) (BRAWLEY et al., 2022). Já a estrutura da MepA foi obtida do banco de dados 

AlphaFold (JUMPER et al., 2021; VARADI et al., 2024), tendo sido originalmente 

caracterizada por Kaatz e colaboradores (2005).  

A estrutura bidimensional das chalconas foram desenhadas e convertida para o formato 

tridimensional utilizando o software ChemAxon MarvinSketch (versão 22.2, licença 

acadêmica). Em seguida, a geometria molecular foi otimizada no UCSF Chimera (versão 1.15). 

A preparação dos receptores e dos ligantes foi realizada no AutoDockTools (versão 1.5.7), e as 

simulações de docking molecular foram conduzidas no AutoDock Vina (versão 1.2.7). 

O posicionamento da grid box para as simulações foi definido com base em uma análise 

criteriosa da literatura científica, priorizando estudos prévios envolvendo as proteínas NorA 
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(BRAWLEY et al., 2022) e MepA (BENTO et al., 2024; DA SILVA et al., 2021; REZENDE-

JÚNIOR et al., 2020; ROCHA et al., 2021). Essa análise permitiu identificar resíduos-chave 

envolvidos na interação com ligantes e correlacionar esses sítios com valores de Concentração 

Inibitória Mínima (CIM) previamente descritos.  

As simulações geraram múltiplas conformações, que foram classificadas com base na 

energia livre de ligação. A conformação com menor energia foi selecionada para análise 

detalhada das interações, utilizando o BIOVIA Discovery Studio Visualizer (Dassault 

Systèmes®, versão 21.1.0.20298), com o objetivo de inferir a viabilidade dos testes 

subsequentes (DA SILVA et al., 2021). 

A partir das estruturas das aminochalconas, gerada na etapa de docking molecular, 

obteve-se a sequência SMILES, usada como entrada para os cálculos das propriedades ADMET 

na plataforma ADMETLab 3.0 (https://admetlab3.scbdd.com/server/evaluation). Os 

parâmetros farmacocinéticos e toxicológicos, incluindo solubilidade, permeabilidade, 

metabolismo e toxicidade, foram estimados por meio de modelos preditivos validados, sendo 

os resultados interpretados à luz de valores de referência disponíveis na literatura científica 

(TEMPONE et al., 2022). Os dados obtidos foram sistematizados em tabelas e gráficos, 

permitindo uma análise robusta do perfil de aplicabilidade terapêutica e segurança das 

chalconas. 

As duas chalconas foram obtidas via condensação aldólica de Claisen-Schmidt em meio 

básico. Para chalcona 4Cl, uma solução etanólica de 3-aminocetofenona (2 mmol) foi misturada 

a 4-clorobenzaldeído (2 mmol), seguida pela adição de NaOH aquoso (50% m/v, 1 mL), 

conforme ilustrado na Figura 1. A reação foi mantida sob agitação por 48 h a 32 °C. O produto 

foi filtrado a vácuo, lavado com água fria, seco e recristalizado em etanol, a pureza do composto 

(99,9%) foi determinada por cromatografia líquida de alta eficiência (HPLC, Agilent 1260 

Infinity), utilizando coluna de fase reversa C-18 (Eclipse Plus: 3,5 µm, 4,6 × 100 mm). A 

confirmação estrutural foi realizada por ressonância magnética nuclear (RMN de ¹H e ¹³C) em 

espectrômetro Bruker DPX-300 (300 MHz para ¹H, 75 MHz para ¹³C) e por espectroscopia no 

infravermelho (IV) com espectrômetro Bruker VERTEX 70 V equipado com laser HeNe (λ = 

633 nm). A mesma técnica foi adotada para sintetizar aminochalcona CMA4DMA, utilizando 

como reagentes de partida a utilizando 3-aminoacetofenona e 4-(dimetilamino)benzaldeído, 

conforme metodologia descrita por Mendes et al.(2023).  
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Figura 0-1: Esquema da síntese da chalcona 4Cl 
 

 

A Concentração Inibitória Mínima (CIM) das chalconas foi determinada pelo método 

de microdiluição em caldo, seguindo as diretrizes de Javadpour et al.,(1996). Esse ensaio 

permitiu identificar a menor concentração do composto capaz de inibir visivelmente o 

crescimento bacteriano, fornecendo um ponto de partida para a avaliação do potencial como 

modulador da resistência antimicrobiana. A determinação da CIM é um procedimento 

amplamente utilizado na microbiologia, consistindo na exposição dos microrganismos a 

diferentes concentrações do agente testado, sendo considerada CIM o menor valor que impede 

o crescimento visível (BELANGER; HANCOCK, 2021; KOWALSKA-KROCHMAL; 

DUDEK-WICHER, 2021). 

Para avaliar a possível inibição das bombas de efluxo, foram realizados ensaios de 

modulação da CIM de antibióticos e do brometo de etídio (EtBr) na presença das chalconas 

estudadas e do inibidor padrão carbonilcianeto m-clorofenil-hidrazona (CCCP). Este último 

atua como desacoplador da força próton-motriz, principal fonte de energia das células 

bacterianas, resultando na inibição da atividade das bombas de efluxo (MONTVILLE; 

BRUNO, 1994; ZOAITER et al., 2023). A redução da CIM nessas condições foi interpretada 

como indicativa de inibição dessas bombas, impedindo a expulsão dos antibióticos e 

aumentando sua concentração intracelular (ALMATAR et al., 2021; KUMAR et al., 2023). 

Diversos estudos com compostos naturais corroboram essa abordagem, como os derivados de 

ácido ferúlico e hidroxiaminas, que reduziram a CIM da eritromicina e da tetraciclina por 

inibição das bombas TetK e MsrA (FIGUEREDO et al., 2021; PINHEIRO et al., 2022), e os 

monoterpenos carvacrol e timol, que reduziram a CIM da norfloxacina via inibição da bomba 

NorA (DOS SANTOS BARBOSA et al., 2021). 

Para complementar os resultados, foi realizada a análise da permeabilidade da 

membrana bacteriana por meio de ensaio de fluorescência com o corante SYTOX Green, 
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conforme descrito por Yuen et al.,(2023). Esse corante é impermeável a células intactas, mas 

fluoresce ao se ligar ao DNA quando a membrana celular está comprometida. Essa metodologia 

é relevante, pois a absorção de antibióticos também depende da integridade da membrana e da 

ação de sistemas de transporte seletivo, como bombas de efluxo e canais de porina (ZHANG et 

al., 2024). Assim, alterações na estabilidade e permeabilidade da membrana não apenas 

reduzem os mecanismos de defesa bacteriana, como também facilitam a entrada e retenção de 

antimicrobianos no interior celular (VEIKO et al., 2023). 

Por fim, a fim de corroborar os achados deste estudo, a atividade das bombas de efluxo 

foi avaliada por meio de ensaios de fluorescência com brometo de etídio (EtBr), um método 

confiável, sensível e de baixo custo, amplamente empregado na identificação de inibidores 

dessas bombas. (MENEZES DANTAS et al., 2025; RODRIGUES DOS SANTOS BARBOSA 

et al., 2023; TINTINO et al., 2016). O EtBr é um substrato clássico de proteínas como MepA e 

NorA (ROCHA et al., 2023), permitindo a avaliação do acúmulo intracelular do corante. 

Seguindo o protocolo de Oliveira-Tintino et al.,(2023), foi medida a fluorescência emitida pelo 

EtBr intercalado ao DNA, antes e após sua adição. O aumento da fluorescência foi interpretado 

como indicativo de inibição do efluxo ativo (BLAIR; PIDDOCK, 2016), fortalecendo a 

hipótese de que as aminochalconas estudadas possam atuar como inibidoras dessas bombas. 

 

1.2 ESTRUTURA DA TESE 

 

Figura 0-2: Diagrama com a organização geral da estrutura da tese. 
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2 OBJETIVOS 

2.1. OBJETIVO GERAL 

Avaliar a atividade antibacteriana e a ação inibitória de duas aminochalconas 

sobre os mecanismos de resistência mediados pelas bombas de efluxo MepA e NorA 

em Staphylococcus aureus, por meio de análises microbiológicas in vitro, moleculares 

e in silico. 

 

2.2. OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

• Descrever o processo de síntese da 3-aminochalcona-4-clorobenzaldeído, incluindo os 

métodos e parâmetros reacionais utilizados. 

• Realizar o docking molecular entre as chalconas e as bombas de efluxo MepA e NorA, 

visando compreender as interações moleculares envolvidas. 

• Avaliar as propriedades físico-químicas e as propriedades farmacocinéticas das 

chalconas por meio de análises in silico (ADMET). 

• Determinar a Concentração Inibitória Mínima (CIM) das chalconas frente a cepas 

multirresistentes de Staphylococcus aureus. 

• Avaliar os efeitos modulador das aminochalconas sobre antibióticos, por meio da 

análise da modificação das CIMs em cepas de S. aureus portadoras de bombas de efluxo. 

• Investigar a capacidade das chalconas de inibir as bombas de efluxo MepA e NorA, por 

meio da análise da modificação da CIM do brometo de etídio (EtBr). 

• Avaliar a inibição das bombas de efluxo MepA e NorA por meio de ensaios de emissão 

de fluorescência com EtBr. 

• Analisar os efeitos das chalconas sobre a permeabilidade da membrana em cepas de S. 

aureus 1199B e K2068. 
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3 FUNDAMENTAÇÃO TEÓRICA 

3.1 CHALCONAS 

As chalconas são compostos bioativos, naturais ou sintéticos, pertencentes à classe dos 

flavonoides, caracterizados por uma estrutura química que consiste em dois anéis aromáticos 

(A e B) conectados por uma cadeia alifática de três carbonos contendo uma ligação dupla 

conjugada (FERREIRA et al., 2018). Chalconas podem ser sintetizadas por meio da reação de 

condensação aldólica entre aldeídos aromáticos e cetonas, seguida de caracterização estrutural 

por técnicas como ressonância magnética nuclear (RMN) de 1H e 13C, espectrometria de massa 

(MS) e infravermelho (FTIR) (DOS SANTOS et al., 2023; FREITAS et al., 2021; MENDES et 

al., 2023; TEMPONE et al., 2022). Essa estrutura básica permite a introdução de diversos 

substituintes nos anéis aromáticos, o que amplia significativamente sua diversidade química e 

atividade biológica. As chalconas podem ser isoladas de fontes naturais ou sintetizadas por 

métodos químicos, como a reação de condensação aldólica de Claisen-Schmidt (FREITAS et 

al., 2021; TEMPONE et al., 2022). Devido à sua versatilidade estrutural e farmacológica, as 

chalconas têm sido amplamente investigadas como esqueletos moleculares para o 

desenvolvimento de novos fármacos (MENDES et al., 2023). 

As chalconas apresentam uma ampla gama de aplicações terapêuticas, incluindo 

atividades antimicrobiana, antifúngica, antioxidante, anti-inflamatória, anticâncer e ansiolítica 

(FERREIRA et al., 2018; MENDES et al., 2023). Um dos principais focos de pesquisa envolve 

seu potencial como inibidores de bombas de efluxo bacterianas, como NorA e MepA, 

responsáveis pela resistência a múltiplos fármacos (MDR) em bactérias Gram-positivas, 

particularmente Staphylococcus aureus (FREITAS et al., 2021; TEMPONE et al., 2022). Além 

disso, estudos demonstraram que algumas chalconas modulam receptores neuroquímicos, como 

GABA e serotoninérgicos, exibindo efeitos ansiolíticos promissores (FERREIRA et al., 2018; 

MENDES et al., 2023). Essas propriedades tornam as chalconas candidatas valiosas para o 

desenvolvimento de novos agentes antimicrobianos e psicofarmacológicos. 

Em relação à atividade antimicrobiana, os experimentos foram conduzidos utilizando o 

método de microdiluição em caldo contra cepas padrão e multirresistentes de bactérias, como 

S. aureus, Enterococcus faecalis, Escherichia coli e Pseudomonas aeruginosa (FREITAS et 

al., 2021; TEMPONE et al., 2022). Os resultados mostraram que algumas chalconas 

apresentaram atividade direta contra cepas Gram-positivas, com concentrações inibitórias 

mínimas (CIM) variando entre 64 e 512 μg/mL (FREITAS et al., 2021) . No entanto, a eficácia 
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contra cepas Gram-negativas foi limitada, com CIMs frequentemente superiores a 1.024 μg/mL 

(DOS SANTOS et al., 2023). Além disso, os compostos demonstraram capacidade de modular 

a resistência antimicrobiana ao potencializar a atividade de antibióticos convencionais, como 

ciprofloxacina e norfloxacina, indicando inibição das bombas de efluxo (FREITAS et al., 2021; 

TEMPONE et al., 2022). 

O efeito ansiolítico das chalconas foi avaliado em modelos animais, como peixes-zebra 

adultos, utilizando testes comportamentais, como o labirinto em cruz elevado (EPM) e o teste 

do tanque novo os resultados revelaram que as chalconas aumentaram o tempo gasto nas áreas 

abertas do EPM e reduziram comportamentos de evitação no teste do tanque novo, indicando 

um efeito ansiolítico dependente da dose. Estudos adicionais com antagonistas seletivos 

(bicuculina para GABAA e ondansetrona para receptores serotoninérgicos) confirmaram que 

esses compostos modulam sistemas neuroquímicos específicos (MENDES et al., 2023). 

Análises in silico foram realizadas para prever propriedades farmacocinéticas e 

toxicológicas das chalconas. Ferramentas computacionais, como SwissADME e ADMETLab, 

foram utilizadas para avaliar parâmetros como absorção intestinal, distribuição, metabolismo e 

penetração na barreira hematoencefálica (BBB) (FREITAS et al., 2021; MENDES et al., 2023). 

Os resultados sugeriram que as chalconas apresentam propriedades farmacocinéticas 

adequadas, com boa absorção intestinal e baixa toxicidade, embora alguns compostos tenham 

apresentado moderada lipofilicidade, necessitando de otimizações futuras (DOS SANTOS et 

al., 2023; FREITAS et al., 2021). 

Foi realizada uma busca na literatura por estudos envolvendo as aminochalconas 

avaliadas neste trabalho, não sendo encontrados relatos sobre a chalcona 4Cl (CPA4Cl). Por 

outro lado, a chalcona CMA4DMA foi previamente investigada frente a cepas de 

Staphylococcus aureus K2068, portadoras da bomba de efluxo MepA, e K4100, portadoras do 

gene qacC e β-lactamases. Os resultados indicaram ausência de atividade antibacteriana 

intrínseca (MIC ≥ 1024 µg/mL) e ausência de inibição da β-lactamase, porém com reduções 

significativas nos valores de MIC da ciprofloxacina e do brometo de etídio. Estudos de docking 

molecular demonstraram que a chalcona é capaz de se ligar ao mesmo sítio ocupado pelo 

inibidor padrão clorpromazina, interagindo com resíduos proteicos essenciais e corroborando 

seu potencial como inibidor da MepA (DA SILVA et al., 2024). 

3.2 MECANISMOS DE RESISTÊNCIA EM BACTÉRIAS E O CENÁRIO ATUAL DA 

MULTIRRESISTÊNCIA 
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Nas últimas décadas, os antibióticos tornaram-se ferramentas indispensáveis para o 

progresso da medicina moderna e para o crescimento de setores como a agropecuária, ao 

contribuírem significativamente para o controle de infecções, a melhoria dos cuidados de saúde 

e o aumento da produtividade animal (BUNDUKI et al., 2024; GULUMBE et al., 2023; 

KARNWAL et al., 2025). Entretanto, a má aplicação de agentes antibacterianos para tratar e 

prevenir infecções impulsionou uma resposta evolutiva em microrganismos, levando ao 

surgimento da resistência a esses medicamentos, ocasionando insucesso em tratamentos, maior 

incidência de enfermidades e elevação dos custos no sistema de saúde(KARNWAL et al., 

2025). 

Dados de 2018 revelam um cenário preocupante: cerca de 76.704 toneladas de 

antibióticos foram utilizadas na produção animal globalmente (ARDAKANI; ARAGRANDE; 

CANALI, 2024; DE LAGARDE et al., 2022; JI et al., 2023), enquanto o consumo humano foi 

de 14,3 doses diárias definidas por mil habitantes por dia (ZHANG et al., 2023). Paralelamente, 

as bactérias resistentes aos antibióticos são hoje responsáveis por mais de um quarto das 

infecções hospitalares, refletindo o impacto direto da resistência nos ambientes clínicos 

(KARNWAL et al., 2025). 

Estima-se que, se nenhuma ação efetiva for implementada, o número de mortes 

atribuídas às bactérias multirresistentes poderá atingir a marca de 10 milhões por ano até 2050 

(ASMARE et al., 2024; KARNWAL et al., 2025). Diante desse panorama, é fundamental 

adotar medidas que reduzam o uso indiscriminado de antibióticos em todos os contextos 

(humano, veterinário, alimentar e ambiental) como forma de limitar a propagação da resistência 

microbiana. Tais medidas são essenciais para salvaguardar a eficácia dos tratamentos 

antimicrobianos e proteger a saúde pública global. 

Nesse contexto, a atenção volta-se para grupos bacterianos considerados de alta 

prioridade pela Organização Mundial da Saúde (OMS), os quais representam uma ameaça 

crescente devido à sua resistência a múltiplas classes de antibióticos e ao impacto clínico 

relevante. De acordo com o relatório elaborado por Melchiorri et al. (2025) a pedido da OMS, 

a lista atualizada em 2024 inclui patógenos como Enterococcus faecium resistente à 

vancomicina (VRE), Staphylococcus aureus resistente à meticilina (MRSA) e à vancomicina 

(VRSA), Helicobacter pylori resistente à claritromicina, além de Salmonella spp. e Shigella 

spp. resistentes a fluoroquinolonas, e Neisseria gonorrhoeae resistente a cefalosporinas e 

fluoroquinolonas (MELCHIORRI et al., 2025). Esses microrganismos estão frequentemente 

associados a infecções hospitalares e comunitárias de difícil tratamento além disso, sua 

disseminação contínua e sua elevada plasticidade genética reforçam a necessidade de vigilância 
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intensificada e investimentos em pesquisa, a fim de evitar futuras crises sanitárias de escala 

global (HO et al., 2024; MUTEEB et al., 2023). 

Diante desse cenário, torna-se essencial compreender os diferentes mecanismos 

envolvidos, os quais incluem a resistência intrínseca, adquirida e adaptativa. Esses mecanismos 

refletem estratégias evolutivas complexas que envolvem adaptações genéticas, bioquímicas e 

fisiológicas, permitindo a sobrevivência das bactérias frente à ação de agentes antimicrobianos. 

A resistência intrínseca é característica de determinadas espécies bacterianas e decorre 

de propriedades estruturais ou funcionais naturais, como a baixa permeabilidade da membrana 

externa, a ausência de alvos específicos para determinados antimicrobianos ou a presença 

constitutiva de bombas de efluxo. Essas características conferem uma proteção basal contra 

classes específicas de antibióticos, tornando certas bactérias naturalmente resistentes a esses 

fármacos (SMITH; FERNANDO; KING, 2024). 

Por outro lado, a resistência adquirida ocorre em decorrência de alterações genéticas, 

frequentemente mediadas por mecanismos de transferência horizontal de genes, como 

plasmídeos, transposons e integrons. Essa forma de resistência possibilita que cepas 

previamente sensíveis adquiram genes de resistência de outros microrganismos, ampliando a 

disseminação do fenótipo resistente em ambientes clínicos e naturais (CHRISTAKI; 

MARCOU; TOFARIDES, 2019). 

Além dessas formas consolidadas de resistência, destaca-se a resistência adaptativa, que 

se caracteriza como um fenômeno transitório e induzido por condições ambientais específicas, 

como a exposição ao estresse antimicrobiano ou a formação de biofilmes. Nesse contexto, as 

bactérias ativam mecanismos regulatórios que modulam a expressão gênica, conferindo uma 

tolerância temporária aos antimicrobianos. Esse tipo de resistência não está associado a 

modificações permanentes no genoma, mas pode favorecer a seleção de variantes 

geneticamente resistentes (KHAN, 2025). 

No que se refere aos mecanismos moleculares envolvidos na resistência aos antibióticos, 

quatro estratégias principais são frequentemente observada, Figura 3: (i) inativação do 

antibiótico, por meio da produção de enzimas que modificam ou degradam a estrutura do 

fármaco, como as β-lactamases e as enzimas modificadoras de aminoglicosídeos – AMEs 

(GERA et al., 2024; RAHMAN et al., 2018); (ii) modificação do alvo, em que alterações nos 

locais de ação do antibiótico reduzem sua afinidade, como ocorre com mutações na subunidade 

GyrA que conferem resistência às fluoroquinolonas (ALABDALI et al., 2024); (iii) efluxo 

ativo, através de bombas de efluxo que extrusam o antibiótico do interior da célula, diminuindo 
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sua concentração intracelular (RAMPACCI et al., 2023); e (iv) redução da permeabilidade, 

provocada por alterações em porinas ou perda da expressão dessas proteínas, o que limita a 

entrada do fármaco na célula (KUMAR VASAN et al., 2021). A compreensão detalhada desses 

mecanismos é fundamental para o desenvolvimento de novas abordagens terapêuticas e 

estratégias de contenção, especialmente em um contexto global de crescente ineficácia dos 

antibióticos disponíveis. 

 

Figura 0-1: Principais mecanismos de resistência bacteriana aos antibióticos. 
Fonte: Adaptado de (RAJPUT; NAHAR; RAHMAN, 2024). 

 

3.2.1 MECANISMO DE EFLUXO ATIVO EM BACTÉRIAS 

Entre os mecanismos que algumas bactérias utilizam para se proteger dos antibióticos, 

destaca-se a capacidade de bloquear sua entrada ou expulsá-los ativamente do ambiente 

intracelular. Esse processo é mediado por proteínas transmembrana especializadas chamadas 

bombas de efluxo (ALMATAR et al., 2021). Em microrganismos bacterianos, os genes que 

codificam essas bombas podem estar inseridos tanto no DNA cromossômico quanto em 

elementos genéticos móveis, como os plasmídeos. Essas proteínas atuam como mecanismos de 

defesa, expulsando substâncias potencialmente tóxicas como antibióticos, detergentes, 

corantes, toxinas e metabólitos residuais, reduzindo a concentração intracelular dessas 

substâncias a níveis subinibitórios (BLAIR; PIDDOCK, 2016; CHETRI, 2023). Com isso, as 

bactérias aumentam a chances de sobrevivência frente à ação dos antibióticos. 
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No entanto, o mecanismo de efluxo desempenha funções que vão além da simples 

remoção de substâncias tóxicas, exercendo papéis importantes na fisiologia, no metabolismo e 

na patogenicidade da célula bacteriana (BLANCO et al., 2018; DU et al., 2018). Entre essas 

funções, destacam-se a manutenção da homeostase celular, a regulação do metabolismo do ferro 

por meio da exportação de sideróforos e a proteção contra estresse oxidativo e compostos 

tóxicos gerados em condições anaeróbicas. A atividade dessas bombas está intimamente 

associada à virulência bacteriana, uma vez que sistemas como AcrAB-TolC e MaccABI 

contribuem para a sobrevivência e colonização do hospedeiro. Estruturalmente, apresentam 

mecanismos complexos de reconhecimento e transporte de substratos, cuja expressão é regulada 

por sistemas de dois componentes, fatores de transcrição e pequenos RNAs, em resposta a sinais 

ambientais (HENDERSON et al., 2021; NISHINO et al., 2021). Para que o transporte ativo 

ocorra, essas proteínas requerem fontes específicas de energia, as quais variam entre as 

diferentes superfamílias de bombas de efluxo. 

Com base na fonte de energia utilizada para impulsionar o transporte de substratos, as 

bombas de efluxo bacterianas são agrupadas em seis superfamílias principais, Figura 4: Cassete 

de Ligação de ATP (ABC), Extrusão de Compostos Tóxicos e Multidrogas (MATE), 

Facilitadores Principais (MFS), Nodulação de Resistência e Divisão Celular (RND), 

Resistência a Multidrogas Pequena (SMR) e Efluxo de Composto Antimicrobiano 

Proteobacteriano (PACE) (CHETRI, 2023; HASSAN et al., 2018). Nas bactérias Gram-

positivas, predominam as famílias MFS, ABC, SMR e MATE, enquanto os sistemas RND e 

PACE são característicos de bactérias Gram-negativas (HASSAN et al., 2018; RAJPUT; 

NAHAR; RAHMAN, 2024). 

3.2.1.1 Fontes de Energia no Transporte Ativo 

 

Figura 0-2: Principais superfamílias de bombas de efluxo 
Fonte: (ZACK; SORENSON; JOSHI, 2024). 
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Entre essas, a família ABC se destaca por utilizar diretamente a energia química 

proveniente da hidrólise de ATP. A hidrólise de ATP é essencial para a atividade dessas 

proteínas, como a P-glicoproteína (P-gp/ABCB1) e a Pdr5, atuando no controle das mudanças 

conformacionais envolvidas no transporte de substratos. Estudos indicam que a P-gp humana 

necessita da ligação de duas moléculas de ATP, coordenadas por íons Mg²⁺, para induzir a 

transição para uma conformação voltada para o exterior (outward-facing) (FUTAMATA et al., 

2019). A hidrólise sequencial do ATP nos domínios de ligação de nucleotídeos (NBDs), seguida 

da liberação de fosfato inorgânico, permite o retorno ao estado voltado para o interior da célula 

(inward-facing), completando o ciclo de transporte. Mutações nos motivos conservados Walker 

A e Walker B, que afetam respectivamente a ligação e a hidrólise de ATP, têm sido utilizadas 

para elucidar esse mecanismo, sugerindo que a ligação do ATP promove a dimerização dos 

NBDs, enquanto sua hidrólise é necessária para o retorno à conformação inicial (ERNST et al., 

2010; SZABÓ et al., 1998; TOMBLINE et al., 2004; URBATSCH et al., 1995). 

Em contraste com a família ABC, as demais superfamílias empregam uma forma de 

energia distinta: a força motriz do próton (PMF), um gradiente eletroquímico formado por dois 

componentes principais: o gradiente de pH (ΔpH) e o potencial de membrana (ΔΨ) (GERRY 

et al., 2025). O ΔpH é originado pela diferença na concentração de prótons entre o periplasma, 

que apresenta pH mais ácido, e o citoplasma, mais alcalino, enquanto o ΔΨ corresponde à 

diferença de voltagem através da membrana, com o meio extracelular sendo mais positivo em 

relação ao interior celular (WAN et al., 2024). Esses componentes atuam em conjunto para 

fornecer a energia necessária ao transporte ativo de moléculas. 

Um exemplo representativo desse tipo de transporte pode ser observado nas bombas da 

família RND (nodulação de resistência e divisão celular), cujo funcionamento envolve uma 

sequência coordenada de eventos moleculares. Inicialmente, o substrato liga-se a um sítio 

específico na porção intracelular da bomba. Em seguida, o fluxo de prótons proveniente do 

periplasma promove uma mudança conformacional que expõe o sítio de ligação ao meio 

extracelular, permitindo a liberação do substrato e a finalização do ciclo de transporte (GERRY 

et al., 2025; WAN et al., 2024). 

Estudos recentes indicam que a eficiência do efluxo não depende apenas da afinidade 

da bomba pelo substrato. Wan et al. (2024) observaram que o pH periplasmático influencia 

significativamente a atividade dessas bombas, sendo que condições mais ácidas favorecem a 

expulsão de substratos de menor afinidade. Além disso, variações no potencial de membrana 



   
 

26 
Fundamentação Teórica 

também modulam a taxa de efluxo, demonstrando uma interação funcional entre os 

componentes da PMF (GERRY et al., 2025). 

A capacidade das bombas de efluxo em transportar uma ampla gama de compostos tem 

sido associada à plasticidade funcional desses sistemas. Essa característica contribui para a 

resistência a múltiplos antimicrobianos. Estratégias terapêuticas que visam perturbar o 

gradiente de prótons vêm sendo investigadas, incluindo o uso de compostos dissipadores de 

PMF e inibidores específicos de bombas, que podem potencializar a atividade de antibióticos 

convencionais (LI et al., 2024; PATIL et al., 2025; YANG et al., 2023). No entanto, aspectos 

como a redundância de sistemas de efluxo e a seletividade dos inibidores ainda representam 

desafios relevantes para a aplicação clínica dessas abordagens (SPENGLER et al., 2017b). 

Portanto, compreender os tipos de energia que sustentam a atividade das bombas de efluxo é 

crucial não apenas para o entendimento da fisiologia bacteriana, mas também para o 

desenvolvimento de estratégias eficazes para mitigar a resistência aos antibióticos.  

A superfamília Major Facilitator Superfamily (MFS) compreende uma ampla variedade 

de proteínas de efluxo, incluindo transportadores da subfamília Nor, como NorA, NorB e NorC. 

As proteínas dessa superfamília geralmente são compostas por 12 segmentos transmembranares 

α-hélice, com as extremidades N- e C- localizadas no lado citoplasmático da membrana 

plasmática. Exemplos dessas proteínas são a NorA e NorB presentes em S. aureus. A bomba 

de efluxo NorA (Figura 5) foi descrita pela primeira vez em 1986 e, desde então, tem se 

destacado entre as proteínas de efluxo por ser uma das mais estudadas como alvo para o 

desenvolvimento de inibidores de bombas de efluxo (KUMAR et al., 2020; UBUKATA; ITOH-

YAMASHITA; KONNO, 1989). 

 
Figura 0-3: Representação 3D da estrutura da bomba de efluxo NorA. 
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Essa proteína é codificada cromossomicamente pelo gene norA e é constituída por 388 

aminoácidos organizados em 12 segmentos transmembranares em α-hélice, dispostos em 

pseudo-dupla simétrica, com os terminais N- e C- voltados para o citoplasma bacteriano 

(BHASKAR et al., 2016; COSTA et al., 2019). NorA foi a primeira bomba de efluxo associada 

à resistência às fluoroquinolonas descrita em S. aureus, sendo capaz de transportar uma ampla 

gama de compostos antimicrobianos. Por esse motivo, é frequentemente utilizada como modelo 

experimental em estudos voltados ao desenvolvimento de inibidores de bombas de efluxo, 

especialmente considerando sua expressão frequente em cepas resistentes isoladas globalmente 

(BHASKAR et al., 2016; DENG et al., 2012; MARQUEZ, 2005). 

O mecanismo de transporte da NorA baseia-se no uso da força próton-motriz, mediada 

pelo gradiente eletroquímico de íons hidrogênio (H⁺), permitindo o efluxo ativo de diversos 

substratos. Entre os compostos extrusados por essa proteína destacam-se: puromicina, 

fluoroquinolonas como norfloxacina e ciprofloxacina, omeprazol, reserpina, corantes como o 

brometo de etídio, terpenóides, compostos de amônio quaternário, acridinas, pentamidinas e 

outros antibióticos de amplo espectro (DANTAS et al., 2018; DEMARCO et al., 2007; KAATZ 

et al., 2003; NARGOTRA et al., 2009; PAPKOU et al., 2020; SANGWAN et al., 2008). 

A família de extrusão de compostos tóxicos (MATE) possui como uma de suas 

representantes a bomba de efluxo MepA (Figura 6). A primeira bomba a ser identificada dessa 

família foi a NorM (em Vibrio parahaemolyticus) possuindo a capacidade de conferir fenótipo 

de resistência a múltiplas drogas (MDR). A proteína de efluxo MepA é bem conhecida por ser 

superexpressada em cepas de S. aureus e outras bactérias de Gram positivo (HUET et al., 2008; 

MCALEESE et al., 2005; MORITA et al., 1998; OMOTE et al., 2006). 

 
Figura 0-4: Representação 3D da estrutura da bomba de efluxo MepA. (Estrutura resolvida por meio de IA.) 
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O gene mepA integra o operon mepRAB, que também possui o gene mepR, que é 

responsável pela regulação negativa de mepA. A proteína codificada por mepR atua como 

repressora da bomba de efluxo ativo MepA por meio de sua ligação específica diretamente na 

região promotora do gene mepA, inibindo assim a transcrição desse gene. Algumas mutações 

específicas no gene mepR podem reduzir a afinidade pelo DNA, ocasionando na superexpressão 

da bomba MepA (DASHTBANI-ROOZBEHANI; BROWN, 2021; MCALEESE et al., 2005; 

SCHINDLER et al., 2013). 

Essa bomba é codificada pelo gene cromossômico mepA conferindo resistência a cepas 

de S. aureus. Sua estrutura é configurada por 451 aminoácidos compondo 12 segmentos 

transmembranares. MepA utiliza o gradiente de prótons como íons de sódio (Na+) para realizar 

o transporte ativo de diversos substratos. Esse tipo de transporte usando íons de Na+ é uma 

característica presente em outras bombas da família de efluxo ativo MATE (KAATZ; 

MCALEESE; SEO, 2005; KURODA; TSUCHIYA, 2009). 

MepA realiza a extrusão de uma variedade de substratos, entre eles: fluoroquinolonas 

hidrofílicas e hidrofóbicas, norfloxacina, ciprofloxacina, biocidas monovalentes e divalentes e 

corantes como o brometo de etídio, tornando cepas de S. aureus resistentes a um amplo perfil 

de substratos (ARGUDÍN et al., 2016; KAATZ, DEMARCO E SEO, 2006; KAATZ, 

MCALEESE e SEO, 2005). 

Tendo em vista a elevada incidência de infecções causadas por S. aureus, 

principalmente aquelas causadas por cepas que expressam bombas de efluxo como MepA, 

NorA, entre outras, torna-se necessário a realização de pesquisas visando à síntese de novas 

substâncias capazes de inibir os mecanismos de resistência bacteriana restaurando a eficácia de 

fármacos atualmente disponíveis no mercado (DE LIMA SILVA et al., 2022; SCHINDLER; 

JACINTO; KAATZ, 2013). 

 

3.3 INIBIDORES DE BOMBAS DE EFLUXO: MECANISMOS, APLICAÇÕES 

TERAPÊUTICAS E DESAFIOS 

Diante da problemática da resistência bacteriana mediada por bombas de efluxo, uma 

estratégia promissora tem sido o uso de substâncias capazes de inibir a atuação dessas proteínas 

de transporte (ZHANG et al., 2024). Esses inibidores atuam interferindo em um ou mais 

mecanismos responsáveis pela extrusão de fármacos, o que pode resultar na interrupção do 

transporte ativo de antibióticos. Quando utilizados como agentes adjuvantes, esses compostos 

podem potencializar a eficácia dos antimicrobianos frente a cepas que expressam bombas de 
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efluxo e restaurar a atividade de antibióticos previamente ineficazes contra determinados 

patógenos (SHARMA; GUPTA; PATHANIA, 2019).  

Ao promoverem o acúmulo intracelular simultâneo de diversos antibióticos, os 

inibidores aumentam a suscetibilidade das bactérias aos agentes antimicrobianos (BLANCO et 

al., 2018). Os efeitos decorrentes dessa ação são geralmente duplos: por um lado, contribuem 

para a ressensibilização de microrganismos resistentes aos antibióticos atualmente utilizados; 

por outro, diminuem as chances de seleção de mutantes resistentes. Esses inibidores podem ser 

obtidos a partir de uma ampla variedade de fontes, incluindo compostos naturais e substância 

sintéticas (BLANCO et al., 2018; ZHANG et al., 2024; ZHANG; WANG; AHN, 2023). 

Para que um inibidor de bomba de efluxo (IBE) seja eficaz, ele deve apresentar 

características específicas que maximizem sua capacidade de combater a resistência 

antimicrobiana sem induzir resistência adicional (DHANDA; ACHARYA; HALDAR, 2023). 

Idealmente, um IBE deve ser desprovido de atividade antimicrobiana direta, para evitar o 

desenvolvimento de resistência contra ele próprio (BHARDWAJ; MOHANTY, 2012). Além 

disso, IBEs deve agir de maneira específica nas bombas de efluxo, minimizando mecanismos 

colaterais que possam afetar outras funções celulares e causar citotoxicidade (ZHANG; 

WANG; AHN, 2023).  

Os IBEs podem ser classificados como competitivos ou não competitivos: os 

competitivos se ligam aos transportadores de efluxo e podem induzir a superexpressão desses 

transportadores, enquanto os não competitivos, afetam o transporte de bombas de efluxo de 

maneira independente do substrato. Outro aspecto importante é a capacidade do IBE de superar 

a barreira da membrana externa das bactérias Gram-negativas, que é crucial para permitir o 

acúmulo de antibióticos dentro da célula sem comprometer a integridade da membrana, o que 

pode resultar em efeitos citotóxicos indesejáveis. Assim, IBEs eficazes devem ser capazes de 

penetrar na membrana sem prejudicá-la, oferecendo um potencial terapêutico sustentável e de 

longo prazo no combate à resistência a antibióticos (LAMUT et al., 2019; LAWS; SHAABAN; 

RAHMAN, 2019; ZHANG et al., 2023). 

Os IBEs têm se destacado não apenas por potencializarem a ação de antimicrobianos, 

mas também por exercerem múltiplos efeitos benéficos no controle da resistência bacteriana. 

Um dos seus principais efeitos é a ação antivirulência, comprometendo a capacidade dos 

patógenos de causar infecção (ZHANG et al., 2024). Dentre os IBEs mais conhecidos, destaca-

se o PAβN (fenilalanina-arginina β-naftilamida), um potente inibidor da bomba do tipo RND 

em Pseudomonas aeruginosa, capaz de reduzir características de virulência como motilidade e 

aquisição de micronutrientes (ferro e fosfato), além de diminuir a expressão de genes regulados 
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por quorum sensing, como lasB, toxA e pelA, tornando cepas clínicas menos virulentas 

(RAMPIONI et al., 2017).  

Os IBEs desempenham um papel relevante na redução da formação de biofilmes, uma 

vez que as bombas estão associadas a múltiplos aspectos desse processo, como a produção da 

matriz extracelular (EPSs), o transporte de moléculas sinalizadoras relacionadas ao quorum 

sensing (QS) e quorum quenching (QQ), o controle indireto da expressão de genes associados 

à formação do biofilme e a adesão celular, que afeta a agregação bacteriana (ALAV; SUTTON; 

RAHMAN, 2018). A inibição dessas bombas compromete a integridade dos biofilmes e 

aumenta a eficácia dos antimicrobianos. Estudos demonstram que a combinação de IBEs com 

antibióticos pode reduzir significativamente tanto a formação inicial quanto a biomassa de 

biofilmes maduros (ZHANG et al., 2024). Por exemplo, a associação do inibidor de efluxo 

nilotinib com ciprofloxacina reduziu em até 66% a formação de biofilmes e em 33% a biomassa 

de biofilmes maduros de Staphylococcus aureus, com evidências de redução da viabilidade e 

espessura do biofilme identificadas por microscopia confocal (ZIMMERMANN et al., 2019). 

Além disso, os IBEs demonstram eficácia na redução da formação de células 

persistentes, que exibem tolerância fenotípica a antibióticos e estão frequentemente associadas 

à superexpressão de genes de efluxo (ZHANG et al., 2024). A bomba AcrAB-TolC, por 

exemplo, está fortemente relacionada à persistência em bactérias Gram-negativas como 

Escherichia coli. Estudos indicam que a combinação de PAβN com a delafloxacina resulta em 

uma drástica redução da sobrevivência dessas células, destacando o potencial terapêutico da 

associação entre inibidores de efluxo e antibióticos para a erradicação de infecções crônicas 

(BYRD et al., 2021). 

Outro efeito relevante dos IBEs é a sua atuação na limitação da aquisição de resistência 

bacteriana. Bombas como a AcrAB-TolC participam da transferência horizontal de genes 

(HGT), favorecendo a manutenção de plasmídeos com genes de resistência, como tetA, ao 

permitirem a expressão inicial das proteínas responsáveis pela resistência. A inibição do efluxo, 

nesse contexto, pode interromper esse processo, limitando a disseminação de determinantes 

genéticos de resistência durante terapias antimicrobianas (NOLIVOS et al., 2019; POVOLO; 

ACKERMANN, 2019). 

Adicionalmente, os IBEs podem contribuir para a restauração de mecanismos celulares 

de reparo genético, como o sistema de reparo de incompatibilidades (MMR) (ZHANG et al., 

2024a). A superexpressão da bomba AcrAB-TolC está associada à supressão do gene mutS, 

essencial para o funcionamento do MMR, tornando as células mais propensas ao acúmulo de 

mutações e ao surgimento de resistência permanente (BUSSETI et al., 2022). Ao reduzirem a 
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expressão de acrAB, os IBEs favorecem a recuperação da atividade do MMR, prevenindo 

alterações genéticas e reforçando seu papel na contenção da resistência antimicrobiana (EL 

MEOUCHE; DUNLOP, 2018). 

Atualmente, a maioria dos inibidores de bombas de efluxo permanece em fase pré-

clínica ou restrita a ensaios in vitro, enfrentando diversos obstáculos que dificultam sua 

translação para a prática clínica. Entre os principais desafios estão a baixa estabilidade química, 

a limitada seletividade para alvos bacterianos e a elevada citotoxicidade para células 

eucarióticas, fatores que, até o momento, têm impedido sua aplicação no tratamento de 

infecções bacterianas (THEURETZBACHER, 2025). No entanto, o potencial terapêutico 

desses compostos não deve ser subestimado. A introdução de inibidores de efluxo no arsenal 

farmacêutico representa uma estratégia promissora para a saúde global, considerando sua 

capacidade de contornar mecanismos de resistência e restaurar a eficácia de antibióticos 

previamente comprometidos (DHANDA; ACHARYA; HALDAR, 2023; ZHANG et al., 2024). 

Atuando como agentes adjuvantes, esses inibidores podem não apenas potencializar a ação de 

antimicrobianos, mas também contribuir significativamente para a contenção da resistência 

bacteriana. 

 

3.4 Staphylococcus aureus: PATOGENICIDADE, RESISTÊNCIA ANTIMICROBIANA E 

PAPEL DAS BOMBAS DE EFLUXO 

Staphylococcus aureus é uma bactéria Gram-positiva amplamente reconhecida pela sua 

capacidade de causar diversas infecções em humanos, caracterizando-se por sua elevada 

capacidade de proliferação e disseminação, tornando-o um patógeno versátil e adaptável e com 

elevada taxa de replicação, juntamente com a sua capacidade de colonizar diversas partes do 

corpo (MENEZES DANTAS et al., 2025; SINHA; AGGARWAL; SINGH, 2024). Essa 

característica a torna um relevante problema de saúde pública em escala global (OMS, 2024).  

Frequentemente, Staphylococcus aureus ocorre de forma comensal na pele, nos tecidos 

moles e na mucosa nasal de adultos e crianças saudáveis. No entanto, trata-se de um 

microrganismo oportunista cuja patogenicidade é potencializada em situações de 

comprometimento das barreiras biológicas do hospedeiro, como em procedimentos cirúrgicos 

ou no uso de dispositivos invasivos, a exemplo de cateteres, podendo causar infecções locais 

ou sistêmicas. Além disso, em condições de imunossupressão, S. aureus pode transitar do 

estado comensal para o patogênico (FERREIRA et al., 2015; TINTINO, 2018). Entre as 

principais manifestações clínicas associadas à sua infecção destacam-se as infecções cutâneas 
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e de tecidos moles, como furúnculos e abscessos, além de bacteremia, artrite séptica, 

osteomielite e pneumonia necrosante, frequentemente relacionada a cepas produtoras de toxinas 

(BARBOSA et al., 2023). 

A maior ocorrência das infecções por S. aureus está diretamente relacionada à 

disseminação de cepas resistentes à maioria dos antibióticos disponíveis para uso clínico 

atualmente. Essa resistência representa um dos grandes desafios clínicos da atualidade, 

principalmente no que diz respeito às infecções hospitalares, onde o uso de muitos antibióticos 

contribui para a seleção das cepas multirresistentes. A referida resistência abrange diversos 

grupos farmacológicos, incluindo fluoroquinolonas, penicilinas, vancomicina, tetraciclinas e 

antibióticos β-lactâmicos, entre outros (PAL et al., 2020).  

A resistência antimicrobiana em S. aureus pode ser mediada por mecanismos intrínsecos 

e adquiridos. A resistência intrínseca decorre, em geral, de mutações que alteram o sítio de ação 

dos antibióticos. Já os mecanismos adquiridos envolvem a incorporação de genes de resistência 

por meio da transferência horizontal de material genético, processo esse frequentemente 

mediado por plasmídeos e transposons, que contribuem para a disseminação de determinantes 

de resistência entre diferentes cepas ou até mesmo entre diferentes espécies bacterianas, o que 

resulta na inativação ou degradação do antibiótico ou de outro agente antimicrobiano, por 

exemplo (ALÓS, 2015; RODRÍGUEZ-NORIEGA et al., 2013). 

A linhagem de S. aureus resistente à meticilina (MRSA, do inglês Methicillin-resistant 

Staphylococcus aureus) é notoriamente conhecida por sua ampla distribuição mundial, sendo 

frequentemente associada a infecções hospitalares (COSTA et al., 2016). As cepas de MRSA 

possuem múltiplos genes de resistência, incluindo aqueles que codificam proteínas 

transmembranares com função de efluxo ativo, capazes de expelir antibióticos e outros 

compostos tóxicos do interior da célula, contribuindo tanto para sua resistência quanto para a  

virulência, facilitando sua sobrevivência mesmo em ambientes mais hostis (COSTA et al., 

2016).  

Diversas cepas de S. aureus expressam mecanismos de efluxo ativo mediados por 

bombas de efluxo, proteínas transmembranares que conferem resistência e favorecem a 

sobrevivência, disseminação e virulência do patógeno (TINTINO et al., 2016). Entre as 

principais proteínas de efluxo presentes em S. aureus destacam-se: MepA pertencente a 

Multidrug And Toxic compond Extrusion (MATE), presente em cepas como RN4220 e K2068, 

garantindo a resistência a diversos compostos como norfloxacina (BEZERRA et al., 2021; DE 

SOUSA JÚNIOR et al., 2021), bomba de efluxo NorA pertencente à família Major Facilitator 

Superfamily (MFS), presente na cepa 1199 e altamente expressa na cepa 1199B (superexpressa 
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a bomba) conferindo resistência a quinolonas (COÊLHO et al., 2016), bomba QacC pertencente 

a família Small Multidrug Resistence (SMR), presente em K4100 e K4414 (DE SOUSA 

JÚNIOR et al., 2021; SCHERF et al., 2020) e a bomba TetK da família MFS, presente em IS-

58 e codificada por plasmídeos, conferindo resistência as tetraciclinas (MACEDO et al., 2022). 

A presença isolada ou simultânea desses mecanismos de resistência presentes em S. 

aureus, como as bombas de efluxo, alteração de alvos moleculares e produção de enzimas 

degradadoras a conferem uma capacidade de adaptação frente à pressão imposta pelo uso de 

antimicrobianos, esse fato torna urgente a busca por novas estratégias de controle desse 

patógeno (DE LIMA SILVA et al., 2022). 
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4 PRODUÇÃO CIENTÍFICA 

CAPÍTULO I: Avaliação da atividade da aminochalcona contra cepas de Staphylococcus 

portadoras de bombas de efluxo (Publicado em 28 de outubro de 2025 – Pharmaceuticals  

2025, 18, 1629 - https://www.mdpi.com/1424-8247/18/11/1629) 
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Resumo 

Contexto/Objetivos: A crescente prevalência de Staphylococcus aureus multirresistente 

representa um grande desafio clínico, principalmente devido à aquisição de múltiplos 

mecanismos de resistência. Entre esses, bombas de efluxo como NorA desempenham um papel 

crucial na resistência a quinolonas, promovendo a extrusão ativa do fármaco e reduzindo os 

níveis intracelulares de antibiótico. Este estudo avaliou a chalcona sintética CMA4DMA como 

potencial inibidor da bomba de efluxo NorA e modulador da resistência bacteriana. Métodos: 

Ensaios de susceptibilidade antimicrobiana foram conduzidos contra as cepas S. aureus 

SA1199 (tipo selvagem) e SA1199B (superexpressando NorA). A concentração inibitória 

mínima (CIM) da CMA4DMA e seus efeitos moduladores sobre a norfloxacina e o brometo de 

etídio foram determinados. A inibição do efluxo foi avaliada por acúmulo de brometo de etídio 

https://www.mdpi.com/1424-8247/18/11/1629


   
 

35 
Produção Científica 

e ensaios com SYTOX Green. Análises de docking molecular e ADMET in silico foram 

realizadas para prever afinidade de ligação e parâmetros farmacocinéticos. Resultados: 

CMA4DMA não apresentou atividade antibacteriana intrínseca (CIM ≥1024 µg/mL), mas 

reduziu a CIM da norfloxacina de 32 para 8 µg/mL e do brometo de etídio de 32 para 8 µg/mL 

em SA1199. Em SA1199B, observaram-se reduções de 64 para 16 µg/mL e de 64 para 32 

µg/mL, respectivamente. A fluorescência aumentou 15% sem afetar a integridade da 

membrana. O docking revelou afinidade de ligação de −7,504 kcal/mol, mais forte que a da 

norfloxacina (−7,242 kcal/mol), envolvendo resíduos-chave Leu218, Ile309, Arg310 e Ile313. 

Dados de ADMET indicaram alta absorção intestinal (88,76%) e permeabilidade (Papp = 1,38 

× 10−5 cm/s). Conclusões: CMA4DMA restaurou efetivamente a susceptibilidade à 

norfloxacina em cepas resistentes de S. aureus, destacando seu potencial como um esqueleto 

promissor para o desenvolvimento de novos inibidores de bombas de efluxo e adjuvantes 

antibióticos. 

Palavras-chave: Staphylococcus aureus; chalcona; resistência bacteriana; bomba de efluxo; 

docking; ADMET 

 

1. Introdução 

A resistência aos antibióticos constitui um dos maiores desafios contemporâneos à saúde 

pública, impactando a mortalidade relacionada a infecções, prolongando a evolução das 

doenças, aumentando os custos de tratamento e reduzindo a produtividade social. Além disso, 

compromete a eficácia de intervenções médicas que dependem de antimicrobianos, como 

cirurgias profiláticas e quimioterapia (CHINEMEREM NWOBODO et al., 2022; LAZAR; 

OPREA; DITU, 2023; MUTEEB et al., 2023; TAHMASEBI et al., 2025). O surgimento da 

resistência resulta, em grande parte, da capacidade adaptativa das populações bacterianas, 

intensificada pelo uso indiscriminado de antibióticos, que favorece a aquisição e a disseminação 

de mecanismos de resistência. 

Entre os patógenos multirresistentes, S. aureus se destaca devido à sua alta virulência, 

capacidade de evadir respostas imunes e crescente resistência a antimicrobianos (CHEUNG; 

BAE; OTTO, 2021; GAJDÁCS, 2019; HORSWILL; JENUL, 2019; HORSWILL; 

KWIECINSKI, 2020). Esse microrganismo versátil pode causar desde lesões cutâneas leves até 

doenças graves, como sepse, pneumonia e síndrome do choque tóxico, por meio da produção 

de múltiplos fatores de virulência, incluindo toxinas, proteínas de adesão e sistemas de evasão 

imunológica, como a proteína A, toxinas superantigênicas e o sistema de agr de detecção de 



   
 

36 
Produção Científica 

quorum (ENANY; ALEXANDER, 2017). 

A resistência em S. aureus surge tanto por mutações genéticas espontâneas quanto pela 

aquisição de genes de resistência via transferência horizontal. Elementos genéticos móveis, 

como plasmídeos, transposons, ilhas patogênicas (SaPIs) e cassetes cromossômicos 

estafilocócicos (SCCs), permitem a rápida disseminação de determinantes de resistência 

(CHEN et al., 2015). Entre os mecanismos mais importantes estão a inativação enzimática de 

antibióticos, modificação de alvos moleculares, redução da permeabilidade da membrana e 

ativação de bombas de efluxo (DARBY et al., 2023; HAQ. et al., 2018; MUNITA; ARIAS, 

2016). Processos como conjugação, transformação natural e transdução mediada por fagos 

contribuem para o surgimento de cepas altamente virulentas e resistentes. 

Entre esses mecanismos, as bombas de efluxo se destacam como sistemas centrais de 

resistência, promovendo a extrusão ativa de antibióticos e outros compostos tóxicos (Khan, 

2025). Estudos indicam que o genoma de S. aureus codifica pelo menos 31 bombas de efluxo 

multirresistentes distribuídas entre as principais famílias de transportadores (SCHINDLER et 

al., 2015). A superfamília dos maiores facilitadores (MFS) tem recebido atenção especial, 

especialmente a bomba NorA, responsável pela extrusão de fluoroquinolonas e outros 

fármacos. Sua função opera por um mecanismo antiporte próton/fármaco, podendo ser expressa 

constitutivamente ou induzida pela exposição a antimicrobianos (COSTA et al., 2013; 

NEYFAKH; BORSCH; KAATZ2, 1993; TRUONG-BOLDUC et al., 2005). 

Dada a escassez de novos antimicrobianos, estratégias alternativas têm sido exploradas, 

incluindo o uso de inibidores de bombas de efluxo (EPIs) (ZHANG et al., 2024b). Esses 

compostos bloqueiam a extrusão de fármacos, potencialmente revertendo a resistência mediada 

por efluxo, reduzindo doses necessárias, minimizando efeitos adversos e restaurando a eficácia 

de antibióticos previamente ineficazes (PRASCH; BUCAR, 2015; SEUKEP et al., 2020; 

SPENGLER et al., 2017; ZHANG et al., 2024). Os EPIs podem ser naturais ou sintéticos, e 

compostos derivados de plantas medicinais, como as chalconas, têm mostrado potencial devido 

à sua diversidade estrutural e amplo espectro de atividades biológicas (SEUKEP et al., 2020; 

SHARMA; GUPTA; PATHANIA, 2019). 

A literatura descreve diversos inibidores de bombas de efluxo, tanto sintéticos quanto 

naturais, capazes de restaurar a eficácia de antibióticos contra cepas resistentes. Entre os 

inibidores sintéticos, destaca-se o PAβN (fenilalanil-arginil-β-naftilamida), que atua por 

inibição competitiva e regulação gênica (BHATTACHARYYA et al., 2017; LAMERS RYAN 

P. AND CAVALLARI, 2013); CCCP (carbonil cianeto-m-clorofenilhidrazona), que interfere 

na síntese de ATP (STRAHL; HAMOEN, 2010); NMP (1-(1-naftilmetil)-piperazina), que 
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prejudica a montagem adequada das bombas (SCHUMACHER et al., 2006); e MBX2319, um 

derivado de pirazolopiridina com atividade comprovada contra E. coli (J et al., 2014). 

No grupo de inibidores naturais, destacam-se a silibina, que reduz a expressão dos genes 

NorA e qacA/B em S. aureus (WANG et al., 2018); boeravinona B, que potencializa a ação da 

ciprofloxacina  (SINGH et al., 2017); curcumina, inibidora da bomba TetK (CHAN et al., 

2011); berberina e columbamina, que interferem na síntese de ATP (GUEFACK et al., 2022); 

e reserpina, que se liga diretamente a proteínas de transporte (NEYFAKH; BIDNENKO; 

CHEN, 1991). Além disso, óleos essenciais de orégano e nigela mostraram potencial na 

modulação da expressão de genes de efluxo e alteração da permeabilidade da membrana 

bacteriana (CIRINO et al., 2015; MOUWAKEH et al., 2019). 

Embora numerosos compostos naturais e sintéticos tenham sido descritos como 

inibidores de bombas de efluxo, a busca por moléculas eficazes, seguras e estruturalmente 

versáteis ainda representa um desafio significativo no combate à resistência bacteriana 

(SPENGLER et al., 2017). Nesse contexto, as chalconas se destacam pelo amplo espectro de 

atividades biológicas e pela capacidade de modular mecanismos de resistência (DA SILVA et 

al., 2022). Essas moléculas, amplamente distribuídas em flores, folhas, frutos e raízes, podem 

ser obtidas por síntese química ou semissintética (DE BRITO et al., 2022), apresentam baixa 

toxicidade, coloração amarela característica e atuam como precursores de diversos compostos 

bioativos (DE SOUZA et al., 2024; QUAN et al., 2025). Estudos indicam que as chalconas 

exibem atividades antioxidante, anti-inflamatória (CHAVAN et al., 2023), antimicrobiana (DE 

SOUZA et al., 2024), anticancerígena (QUAN et al., 2025)  e antiviral (KIRTON et al., 2025), 

além de potencializar a ação de antibióticos e reduzir fatores de virulência, como a formação 

de biofilme e a produção de toxinas (MAURYA; AGRAWAL, 2024; NAWAZ et al., 2024; 

NAWAZ; TAJAMMAL; QURASHI, 2023). 

No entanto, investigações envolvendo derivados sintéticos específicos, como a chalcona 

CMA4DMA, ainda são escassas. Assim, o presente estudo teve como objetivo avaliar o 

potencial da chalcona sintética CMA4DMA como inibidora da bomba de efluxo NorA em S. 

aureus por meio de uma abordagem integrada in vitro e in silico, visando contribuir para o 

desenvolvimento de novas estratégias terapêuticas contra infecções bacterianas resistentes. 

 

2. Resultados 

2.1. Atividade Antibacteriana In Vitro 

2.1.1. Avaliação da Concentração Inibitória Mínima (CIM) 
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Ao analisar a atividade antibacteriana direta, observou-se que a chalcona não apresentou 

atividade direta no ensaio in vitro de concentração inibitória mínima (CIM), com valores iguais 

ou superiores a 1024 µg/mL para todas as cepas, considerados irrelevantes para avanços em 

estudos clínicos. Quanto ao inibidor padrão de bombas de efluxo Carbonyl Cyanide M-

Chlorophenyl Hydrazone (CCCP), foram identificados valores de CIM de 8 µg/mL para a cepa 

1199 e 16 µg/mL para a cepa 1199B. 

 

2.1.2. Inibição de Bombas de Efluxo por Modulação da CIM de Antibióticos e Brometo de 

Etídio 

Na análise de possíveis alterações da CIM de antibióticos e do brometo de etídio na cepa 

1199 tipo selvagem, observou-se que a chalcona foi capaz de reduzir a CIM tanto do antibiótico 

quanto do brometo de etídio. A CIM do antibiótico diminuiu de 32 µg/mL para 8 µg/mL e, 

quando a atividade do brometo de etídio foi avaliada em combinação com o adjuvante, 

observou-se redução semelhante, de 32 µg/mL para 8 µg/mL. O controle positivo também 

reduziu a CIM de 32 µg/mL para 0,5 µg/mL em ambas as associações, confor me mostrado na 

Figura 1 e na Tabela 1. 

 

Figura I- 1: Avaliação da capacidade de inibir a bomba de efluxo NorA pelo CMA4DMA contra a cepa S. aureus 
1199, em associação com Norfloxacina e EtBr. Os valores representam a média geométrica ± DP (desvio padrão). 
A análise foi realizada usando ANOVA one-way, seguida pelo teste de Tukey. **** = p <0,0001 vs. controle. 

Quanto às alterações da CIM na cepa 1199B, superexpressora de NorA, observou-se 

que a chalcona, como adjuvante, foi capaz de reduzir a CIM tanto do antibiótico quanto do 

brometo de etídio: de 64 µg/mL para 16 µg/mL para o antibiótico e de 64 µg/mL para 32 µg/mL 
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para o brometo de etídio. O controle positivo CCCP reduziu a CIM de 64 µg/mL para 16 µg/mL 

tanto para o antibiótico quanto para o brometo de etídio, conforme mostrado na Figura 2 e 

Tabela 1. 

 

 

Figura I- 2: Avaliação da capacidade de inibir a bomba de efluxo NorA pelo CMA4DMA contra a cepa S. aureus 
1199B, em associação com Norfloxacina e EtBr. Os valores representam a média geométrica ± DP (desvio padrão). 
A análise foi realizada usando ANOVA one-way, seguida pelo teste de Tukey. **** = p <0,0001 vs. controle. 

Tabela I- 1: Concentração inibitória mínima (CIM) da Norfloxacina e do EtBr isoladamente e em combinação 
com CMA4DMA e CCCP, contra as cepas S. aureus 1199 e 1199B. Os valores representam a média geométrica 
em μg/mL. 

 S. aureus 1199 S. aureus 1199B 
Norfloxacina 32 μg/mL ± 1 64 μg/mL ± 1 

Norfloxacina + CCCP 0.5 μg/mL ± 1 16 μg/mL ± 1 
Norfloxacina + CMA4DMA 8 μg/mL ± 1 25 μg/mL ± 1.5 

   
EtBr 32 μg/mL ± 1 64 μg/mL ± 1 

EtBr + CCCP 0.5 μg/mL ± 1 16 μg/mL  ± 1 
EtBr + CMA4DMA 8 μg/mL ± 1 25 μg/mL± 1.5 

 

2.1.3. Avaliação da Inibição da Bomba de Efluxo NorA pela Medição da Fluorescência do 

Brometo de Etídio 

Na avaliação do acúmulo de brometo de etídio (EtBr) em S. aureus 1199B, o 

CMA4DMA na concentração de 200 μg/mL causou um aumento significativo de 15% na 

fluorescência do EtBr em comparação ao controle negativo. Um resultado semelhante e 

significativo foi observado com o inibidor padrão de bombas de efluxo CCCP, que aumentou a 
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fluorescência em 21% na cepa 1199B (Figura 3; Tabela 2). 

 

 

Figura I- 3: Avaliação da inibição da bomba de efluxo NorA pelo CMA4DMA nas concentrações de 200 µg/mL 
e 100 µg/mL. Avaliada pela medição da fluorescência do EtBr em S. aureus 1199B. Os resultados são expressos 
como percentual de fluorescência. **** = p <0,0001 vs. controle negativo; ns = não significativo. 

Tabela I- 2: Percentual médio de fluorescência do EtBr para cada grupo. As abreviações a, b e c indicam diferenças 
estatísticas entre os grupos. 

Grupos Média e Desvio Padrão 
Controle Negativo 65.9 ± 1.5 a 
CCCP 200 μg/mL 86.8 ± 3.6 b 
CCCP 100 μg/mL 65.7 ± 2.3 a 

CMA4DMA 200 μg/mL 80.8 ± 3 c 
CMA4DMA 100 μg/mL 64 ± 2 a 

 

2.1.4. Avaliação do Aumento da Permeabilidade da Membrana Bacteriana 

Observou-se que o CMA4DMA, nas concentrações de 200 μg/mL e 100 μg/mL, não 

aumentou a intensidade da fluorescência do SYTOX Green em comparação ao controle negativo 

nas cepas testadas, não apresentando diferença estatisticamente significativa em relação ao 

controle negativo. Isso indica que o composto não afeta a permeabilidade da membrana. O 

controle positivo, polimixina B nas concentrações de 200 μg/mL e 100 μg/mL, aumentou 

significativamente a intensidade da fluorescência em 39% e 29% na cepa S. aureus 1199B. As 

medições de fluorescência do SYTOX Green não mostraram alterações estatisticamente 

significativas (Figura 4; Tabela 3). 
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Figura I- 4: Avaliação da ação do CMA4DMA nas concentrações de 200 µg/mL e 100 µg/mL  sobre a 
permeabilidade da membrana bacteriana de S. aureus 1199B. p <0,0001 vs. SYTOX Green. Os resultados são 
expressos como intensidade média de fluorescência. 

Tabela I- 3: Percentual médio de fluorescência do SYTOX Green para cada grupo. As abreviações a, b e c indicam 
diferenças estatísticas entre os grupos. 

Grupos Média e Desvio Padrão 

Controle negative 51.2 ± 4  a 

Polimixina 200 μg/mL 90.7 ± 2 b 

Polimixina 100 μg/mL 80 ± 3 c 

CMA4DMA 200 μg/mL 52.4 ± 9a 

CMA4DMA 100 μg/mL 50 ± 5.4a 

 

2.2. Análise de Docking Molecular 

Como exemplo, as interações ligante–proteína formadas entre a sequência antigênica 

Fab e os resíduos da bomba de efluxo NorA foram mapeadas (ver Figura 5a). Observou-se que 

as porções aromáticas do antígeno formaram uma série de interações hidrofóbicas com resíduos 

de cadeias laterais alquil ou aromáticas (Figura 5). Entre estes, é possível destacar os resíduos 

Phe140, Ile244 e Phe303 (Figura 5b), que são caracterizados como resíduos de interação de 

substratos conhecidos da bomba de efluxo NorA, como a norfloxacina (DA SILVA et al., 

2020). Estes resíduos são fundamentais para a identificação de novos inibidores da NorA a 

partir da cepa 1199B (BRAWLEY et al., 2022). 
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Figura I- 5: (A) Representação tridimensional do docking do antígeno Fab (bastão ciano) em relação ao sítio de 
ligação da bomba de efluxo NorA da cepa S. aureus 1199B (superfície roxa), e (B) visualização tridimensional do 
docking do antígeno Fab (bastão ciano) no domínio transmembranar da NorA (desenho cinza) em relação aos 
resíduos do sítio ativo (bastão cinza) 

Ao analisar as poses da simulação de docking em relação à bomba de efluxo NorA da 

cepa S. aureus 1199B, observou-se que a chalcona CMA4DMA se ligou dentro do domínio 

onde o antígeno Fab está complexo, ocupando a mesma cavidade de ligação que os antibióticos 

Norfloxacina e Ciprofloxacina, designada como domínio de ligação da bomba de efluxo NorA 

(Figura 6a). A cavidade deste domínio possui uma área de superfície molecular prevista de 

1260,43 Å² (Figura 6b), onde pode ser observada uma maior distância espacial em relação ao 

controle CCCP (carbonilcianeto m-clorofenil-hidrazona), corroborando as análises 

experimentais, nas quais o CCCP reduziu a concentração inibitória da Norfloxacina e do EtBr. 

Ao final do ciclo de 20 poses de docking independentes, a CMA4DMA complexou-se com a 

bomba de efluxo NorA com uma afinidade de ligação (BA) de –7,504 kcal/mol, 

energeticamente mais favorável que a Norfloxacina, que apresentou BA de –7,242 kcal/mol 

(Tabela 4). Todas as melhores poses selecionadas foram realizadas dentro de um limite 

estatístico favorável de RMSD <2,0 Å, garantindo a reprodutibilidade do protocolo de docking 

(YUSUF et al., 2008). 

A análise das interações ligante–receptor revelou que a CMA4DMA (verde) formou 

interações hidrofóbicas com as porções alquil dos resíduos Leu218, Ile309, Arg310 e Ile313, 

enquanto a Norfloxacina (azul) tendia a formar interações hidrofóbicas com resíduos 

aromáticos, incluindo Phe140 e Phe303, que são resíduos vizinhos dentro da cavidade do 

domínio de ligação (Figura 6c) (FOKOUE et al., 2020). Quando comparada com o EtBr (Figura 

6d), observou-se que ocorreram interações distintas, embora próximas da CMA4DMA, 

formadas entre o controle e resíduos aromáticos (Phe140, Tyr225 e Phe303). É importante notar 
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que uma interação de ligação de hidrogênio foi formada entre o grupo NH2 da CMA4DMA e 

a porção polar de Thr211, onde a distância calculada doador–aceptor de 2,28 Å indica 

interações polares moderadas a fracas (2,5 < d[Å] ≤ 3,1), com uma ligação mais forte em 

comparação à Norfloxacina (d = 2,80 Å) (IMBERTY et al., 1991). 

 

 

Figura I- 6: (A) Estrutura tridimensional da bomba de efluxo NorA da cepa S. aureus 1199B (branca) co-
cristalizada com o antígeno Fab (ciano) e complexada com a chalcona CMA4DMA, os antibióticos Norfloxacina 
e Ciprofloxacina, e os controles EtBr e CCCP, destacando o sítio de ligação (cor azul). (B) Ampliação da área de 
superfície molecular da cavidade prevista para o domínio de ligação da bomba de efluxo NorA. (C) Visualização 
tridimensional das interações ligante–receptor formadas entre os ligantes CMA4DMA (verde) e o antibiótico 
Norfloxacina (azul) e os resíduos do domínio de ligação da bomba de efluxo NorA. (D) Visualização 
tridimensional das interações ligante–receptor formadas entre os ligantes CMA4DMA (verde) e o controle EtBr 
(laranja) e os resíduos do domínio de ligação da bomba de efluxo NorA. 

Tabela I- 4: Dados das interações ligante–receptor observadas nas simulações de docking molecular entre a 
chalcona CMA4DMA e os ligantes de controle (Norfloxacina, Ciprofloxacina, EtBr e CCCP)* contra as bombas 
de efluxo NorA. 

Ligante EA 
(kcal/mol) 

RMSD (Å) 
Interações ligante–receptor 

Tipo Resíduo (distância em Å) 

CMA4DMA –7.504 0.118 
Hidrofóbica 

Leu218 (3.50), Ile309 (3.22), 
Ile309 (3.86), Arg310 (3.43), 

Ile313 (3.57) 
Ponte de 

Hidrogênio 
Thr211 (2.28) 
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Norfloxacina* –7.242 0.497 
Hidrofóbica 

Phe140 (3.61), Glu222 (3.94), 
Ile244 (3.60), Phe303 (3.51) 

Ponte de 
Hidrogênio 

Glu222 (2.80), Asp307  
(2.60) 

Ciprofloxacina* –6.427 1.748 
Hidrofóbica 

Glu222 (3.51), Ile240 (3.59), 
Ile244 (3.69), Ile244 (3.54) 

Ponte de 
Hidrogênio 

Ser226 (2.77), Ser226(2.35), 
Asp307 (3.04) 

EtBr* –8.363 0.966 

Hidrofóbica 

Phe140 (3.81), Phe140 (3.59), 
Glu222 (3.88), Glu222 (3.88), 
Tyr225 (3.58), Ile244 (3.64), 

Phe303 (3.69) 
Ponte de 

Hidrogênio 
Ser226 (3.46), Asp307 (2.24) 

Interação π–π Phe303 (4.74) 

CCCP* –6.879 1.409 
Hidrofóbica 

Ile19 (3.83), Phe47 (3.97), Phe47 
(3.65) 

Ponte de 
Hidrogênio 

Gln51 (2.94), Asn340 (2.33) 

Nota: em negrito, destacam-se as interações comuns apresentadas pelos ligantes de controle em relação ao Fab25 
co-cristalizado. 

 

2.3. Estudo In Silico ADMET 

2.3.1. Predição da Permeabilidade Celular 

Na análise preditiva ADMET, a permeabilidade celular efetiva (Papp) em células Caco-

2 mostrou forte correlação com os parâmetros físico-químicos calculados de lipofilicidade 

(logP) e solubilidade aquosa (logS). Para os parâmetros preditos, foi calculada uma correlação 

estatística de r = 0,93, indicando uma relação diretamente proporcional entre Papp em Caco-2 

e logP. O composto CMA4DMA ocupou um espaço físico-químico estatisticamente mais 

próximo dos controles EtBr e CCCP, onde os índices logPapp aumentaram de –5,2 quando o 

logP excedeu 2,0 (Figura 7a). Isso indica compostos com baixa afinidade por ambientes 

aquosos (logS ≤ –3,0) e alta permeabilidade celular. 

No radar do espaço “drug-like” (Figura 7b), o logP calculado de 2,74 posicionou o 

CMA4DMA dentro da faixa ideal de lipofilicidade segundo o sistema de classificação 

biofarmacêutica da Pfizer (–2 < logP ≤ 5). Além disso, seu peso molecular de 328,4 g/mol 

situou-se dentro da faixa adequada para compostos “drug-like” (200–500 g/mol) (Tabela 5). O 

valor de TPSA de 46,33 Å², amplamente influenciado pelo grupo NH2, esteve dentro do limite 

ótimo para melhorar as propriedades farmacocinéticas e reduzir o risco de toxicidade in vivo 

(40–90 Å²). O escore QED de 0,525 reforça a viabilidade farmacocinética do composto. 

O valor predito de Papp em células Caco-2 foi 1,38 × 10⁻⁵ cm/s, indicando maior 
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permeabilidade intestinal em comparação com Norfloxacina e Ciprofloxacina, que 

apresentaram valores abaixo de 1,0 × 10⁻⁵ cm/s (Tabela 6). Em células MDCK, valores preditos 

de permeabilidade acima de 1,5 × 10⁻⁵ cm/s sugerem que o CMA4DMA, assim como EtBr e 

CCCP, pode apresentar alta permeabilidade em linhas celulares mais seletivas. A probabilidade 

predita de interação com o transportador de efluxo P-gp indicou baixa probabilidade de 

CMA4DMA ser um substrato, característica associada a compostos de baixa polaridade (TPSA 

≤ 90 Å²). 

Quanto à distribuição, o Vdss predito de 0,37 L/kg sugere que o composto pode se 

distribuir relativamente de forma equilibrada entre o plasma sanguíneo e os tecidos biológicos. 

As previsões de ligação a proteínas plasmáticas indicaram PPB >90%, provavelmente devido à 

baixa polaridade do composto e à natureza hidrofóbica da molécula, favorecendo a ligação 

dentro das cavidades hidrofóbicas das proteínas séricas. 

 

Tabela I- 5: Propriedades físico-químicas calculadas para CMA4DMA e aplicadas ao critério de estimativa 
quantitativa de “druglikeness” (QED)¹. 

Propriedade Valor Faixa ótima 
logP 2.74 ≤5.0 
logS –3.78 > −3.0 

MW (g/mol) 266.14 200–500 
TPSA (Å2) 46.33 40–90 

nHA 3 ≤10 
nHD 2 ≤5 
nRot 4 ≤10 

AROM 2 ≤3 
QED1 0.525 - 

Nota: o QED foi estimado a partir da Equação (1)¹. 

 

Figura I- 7: (A) Alinhamento entre a permeabilidade aparente (Papp) em células Caco-2 e logP, e correlação com 
descritores físico-químicos de solubilidade aquosa (logS), peso molecular (MW) e número de aceitores de ponte 
de hidrogênio (nHA); e (B) radar de propriedades “drug-like” para os valores calculados para CMA4DMA em 
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relação aos limites de logP entre –2,0 e 5,0, MW entre 200–500 g/mol, TPSA entre 20–120 Å², logS > –3,0, 
insaturação (Fsp3 > 0,5) e nRot ≤ 10. 

 

2.3.2. Permeação Cerebral e Intestinal e Cardiotoxicidade 

No mapa de potencial de lipofilicidade molecular (MLP), foram identificadas as 

contribuições estruturais que favorecem a absorção intestinal humana (HIA) e a permeabilidade 

da barreira hematoencefálica (BBB). A análise de superfície indicou que o grupo NH2 do 

CMA4DMA é altamente polar e apresenta uma grande área de superfície acessível ao solvente 

(espectro vermelho), enquanto os anéis aromáticos substituídos concentram a maior parte da 

superfície lipofílica do composto (espectro azul), resultando em um logP calculado de 2,74, 

consistente com afinidade ótima para ambientes lipofílicos (Figura 8a). 

Essa propriedade sustenta uma HIA estimada de 88,76% (Figura 8b), já que compostos 

lipofílicos permeiam membranas celulares mais facilmente e, portanto, apresentam absorção 

aumentada. A lipofilicidade moderada a alta (logP >2,0–3,0) também favorece a 

permeabilidade em linhas celulares seletivas, como células MDCK, comumente aplicadas em 

ensaios de permeabilidade da BBB. Nesse contexto, o logBB predito de 0,87 correlacionou-se 

com a permeabilidade predita em MDCK (Tabela 6), alinhando-se aos dados observados para 

pelo menos 87% dos compostos ativos no SNC na base de dados ADMET-LMC (Figura 8c). 

Além disso, a natureza lipofílica dos anéis aromáticos substituídos foi associada à 

possível inibição dos canais hERG (human Ether-à-go-go-Related Gene). A predição in silico 

sugeriu que o sistema aromático α,β-insaturado contribui negativamente para a inibição 

dependente de K+ dos canais hERG, resultando em um IC50 estimado de 6,104 µM e um pIC50 

de 5,21 ± 0,35 (Figura 8d). O teste de similaridade de dados previu ainda uma possível inibição 

pKi de 5,43, com 33% de similaridade com inibidores conhecidos de hERG (Figura 8e), e um 

pIC50 predito de 5,69 com 67% de similaridade com compostos documentados como inibidores 

de hERG na base ADMET-LMC (Figura 8f). 
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Figura I- 8: (A) Mapa de potencial de lipofilicidade molecular (MLP), (B) predição de absorção intestinal humana 
(HIA), (C) predição da permeabilidade da barreira hematoencefálica (logBB), (D) mapa 2D de suscetibilidade à 
inibição dos canais hERG dependentes de K+ (human Ether-à-go-go-Related Gene), (E) afinidade com hERG 
expressa como potencial de inibição (pKi), (F) atividade de inibição de hERG expressa como concentração 
inibitória (pIC50). 

Tabela I- 6: Propriedades farmacocinéticas preditas do CMA4DMA por meio da abordagem multiplataforma de 
predição ADMET. 

Propriedade CMA4DMA Norflo Cipro EtBr CCCP 
Papp Caco-2 

(cm/s) 
1.38 × 10−5 2.29 × 10−6 1.38 × 10−6 7.41 × 10−6 1.54 × 10−5 

Papp MDCK 
(cm/s) 

1.90 × 10−5 6.76 × 10−6 6.02 × 10−6 1.86 × 10−5 1.55 × 10−5 

P-gp 
(probability) 

0.04 0.99 0.98 0.99 0.00 

CLHepa (µL/min/106 
cells) 

76.50 12.81 2.90 55.67 64.28 

CLMicro 
(mL/min/kg) 

10.58 6.20 3.31 6.55 3.49 

Vdss 
(L/kg) 

0.37 0.21 0.26 0.74 –0.70 

PPB (%) 94.31 20.36 25.51 83.13 97.99 

 

2.3.3. Sítio de Metabolismo e Toxicidade Aguda em Ratos 

A predição do sítio metabólico indicou que o CMA4DMA contém um grupo –N(CH3)2, 

que contribui negativamente (espectro de cor vermelha) para o metabolismo de primeira 

passagem. Esse sítio foi identificado como um sítio de N-desalquilação mediado pelas 

principais isoformas do CYP450, incluindo CYP2D6, CYP2C9 e CYP3A4 (Figura 9a). Essa 

biotransformação pode gerar aldeídos instáveis e radicais livres capazes de interagir com 

macromoléculas como o DNA, potencialmente levando a efeitos hepatotóxicos (DANG et al., 
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2018). O teste de similaridade de dados confirmou que este é um sítio metabólico 

estruturalmente específico dentro dos limites aceitáveis de similaridade (Figura 9b) (ZHENG 

et al., 2009). 

A cinética de primeira passagem predita sugeriu uma depuração hepática (CLHepa) de 

76,50 µL/min/10⁶ células, indicando que o CMA4DMA poderia ser metabolizado mais 

rapidamente por hepatócitos do que a Norfloxacina e a Ciprofloxacina, que apresentaram 

valores de CLHepa abaixo de 15 µL/min/10⁶ células, consistente com maior estabilidade 

metabólica e biodisponibilidade oral (Tabela 6) (DI et al., 2012). 

Em nível microsomal, os valores de depuração preditos (CLMicro) indicaram que a 

Norfloxacina e a Ciprofloxacina são metabolicamente mais estáveis (≤8,0 mL/min/kg) em 

comparação com o CMA4DMA, que apresentou CLMicro predita de 10,58 mL/min/kg, 

refletindo instabilidade metabólica relativa e excreção mais rápida da chalcona na primeira 

passagem (Tabela 6) (PETTERSSON et al., 2016). 

As predições de toxicidade em ratos revelaram uma LD50 oral de 1924 mg/kg, 

ligeiramente abaixo do limite geral de segurança (LD50 >2000 mg/kg), sugerindo possível 

toxicidade devido à ativação metabólica (Figura 9c) (GONELLA DIAZA et al., 2015). Para 

vias parenterais, os valores de LD50 preditos foram <500 mg/kg para administração 

intraperitoneal (IP) e intravenosa (IV), indicando maior toxicidade sistêmica quando o 

metabolismo de primeira passagem é contornado. Para administração subcutânea, a LD50 

predita de aproximadamente 893,7 mg/kg sugeriu que essa via poderia ser viável, 

particularmente para terapias tópicas ou de infecções localizadas (Figura 9c). 

 

Figura I- 9: (A) Mapa de reatividade 2D e predição do sítio de metabolismo da chalcona CMA4DMA, (B) espectro 
de similaridade de dados em relação a fragmentos reativos depositados no conjunto de treinamento STopTox, e 
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(C) predição da dose letal (LD50) em ratos para diferentes vias de administração: oral, IP — intraperitoneal, IV 
— intravenosa, e SC — subcutânea. 

 

3. Discussão 

A ausência de uma MIC relevante não desqualifica completamente uma substância para 

aplicações potenciais em outros estudos contra microrganismos, especialmente quando se 

considera seu possível uso como adjuvante antibiótico. No caso dos inibidores de bombas de 

efluxo, a ausência de atividade direta pode até aumentar sua aplicabilidade, como observado na 

literatura (WANG; VENTER; MA, 2016). 

Restaurar a atividade de antibióticos ou outros agentes antibacterianos por meio de 

adjuvantes é uma das principais estratégias atualmente empregadas para controlar cepas que 

apresentam múltiplos mecanismos de resistência a fármacos antibacterianos ou outros agentes 

bactericidas (GONZÁLEZ-BELLO, 2017). Isso é particularmente relevante, pois a descoberta 

de novos antibióticos eficazes é cada vez mais rara. Além disso, mesmo quando um novo 

antibiótico é descoberto, a probabilidade de que seu uso indiscriminado leve à resistência 

bacteriana é alta (BOUCHER et al., 2013). Vários métodos existem para avaliar a capacidade 

de substâncias em restaurar a atividade antibiótica e, consequentemente, identificar os 

mecanismos de resistência bacteriana envolvidos. A redução na concentração inibitória mínima 

(MIC) é uma das primeiras análises realizadas para indicar a restauração da atividade 

antibiótica, geralmente utilizando concentrações subinibitórias das substâncias testadas em 

combinação com um antibiótico ou outro agente antibacteriano (DAVIES; SPIEGELMAN; 

YIM, 2006). 

No presente estudo, como mostrado na Figura 1, a CMA4DMA em concentrações 

subinibitórias foi capaz de restaurar a atividade antibiótica pela redução da MIC, efeito também 

observado em combinação com brometo de etídio. No caso do brometo de etídio, a redução da 

MIC indica inibição da bomba de efluxo, reforçada pela ação do controle positivo, o inibidor 

de bomba de efluxo CCCP. Vale destacar que a cepa SA1199 possui a bomba de efluxo NorA 

com expressão basal, e a redução da MIC observada nessa cepa pode indicar inibição da 

expressão basal da bomba NorA (ZIMMERMANN et al., 2019). 

A cepa SA1199B é amplamente descrita na literatura por sua alta resistência à 

norfloxacina e outras quinolonas (KAATZ; SEO, 1995; NEYFAKH; BORSCH; KAATZ2, 

1993). A resistência a essa classe de antibióticos em S. aureus pode ocorrer via bombas de 

efluxo ou por modificações na topoisomerase, alvo principal das quinolonas (KAATZ; SEO, 

1997). A redução da MIC nessa cepa, como observado em SA1199, pode estar associada à 
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inibição de mecanismos de resistência previamente descritos. A cepa SA1199B superexpressa 

a bomba NorA, e a diminuição da MIC contra certos antibióticos sugere fortemente a inibição 

desse transportador, especialmente quando sua expressão é elevada na membrana celular 

bacteriana. Para descartar interferência de outros mecanismos, é prática comum avaliar a 

redução da MIC em brometo de etídio, substrato característico de NorA, juntamente com o 

efeito do CCCP como referência de inibidor de bomba de efluxo. Assim, os resultados 

apresentados na Figura 2 indicam que a CMA4DMA tem potencial como inibidor da bomba 

NorA. 

Estudos com chalconas naturais isoladas de Arrabidaea brachypoda (Rezende-Júnior et 

al., 2020) e chalconas sintéticas (SIQUEIRA et al., 2021) demonstraram que, semelhantemente 

à CMA4DMA, as chalconas não apresentam atividade antibacteriana direta, mas reduzem 

significativamente a MIC da norfloxacina em cepas SA1199B e do brometo de etídio, indicando 

inibição da bomba NorA. Experimentos de docking confirmaram a sobreposição do ligante com 

o sítio de ligação da norfloxacina na NorA. Esses resultados são especialmente similares aos 

observados com CMA4DMA, onde o grupo amino no anel fenólico contribuiu positivamente 

para a redução da MIC em cepas portadoras de NorA (REZENDE-JÚNIOR et al., 2020; 

SIQUEIRA et al., 2021). 

Além disso, a mesma chalcona utilizada no presente trabalho foi investigada contra 

cepas de S. aureus K4100, portadoras de QacC e β-lactamases (DA SILVA et al., 2024) e 

K2068, portadoras de MepA (DA SILVA et al., 2024). Nenhuma atividade intrínseca (MIC 

≥1024 µg/mL) foi observada em ambos os estudos. Na cepa K4100, a CMA4DMA não inibiu 

β-lactamase, mas reduziu significativamente a MIC de EtBr de 64 para 32 µg/mL. No estudo 

contra a cepa K2068, foram observadas reduções significativas da MIC para ciprofloxacina e 

brometo de etídio. Estudos de docking confirmaram que a chalcona pode se ligar ao mesmo 

sítio ocupado pelo inibidor padrão clorpromazina, interagindo com resíduos proteicos chave, 

corroborando seu potencial como inibidor de MepA (DA SILVA et al., 2024). 

Esses estudos complementam e validam os resultados obtidos no presente trabalho, 

demonstrando que a CMA4DMA reduz consistentemente a resistência mediada por efluxo em 

diferentes contextos genéticos de S. aureus (NorA, MepA e QacC), consolidando-a como uma 

candidata promissora a adjuvante antibacteriano. 

Conforme observado na Figura 3, o aumento da fluorescência devido à maior 

acumulação intracelular de brometo de etídio corrobora os resultados de redução da MIC, 

apoiando a inibição da bomba de efluxo. A CMA4DMA promoveu aumento do EtBr 

intracelular, tornando-o mais disponível para intercalar com o DNA bacteriano, consequência 
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da inibição da bomba de efluxo, que normalmente expulsa o composto da célula (Paixão et al., 

2009). 

Estudos de acumulação intracelular de brometo com CMA4DMA em S. aureus 1199B 

são inexistentes, mas estudos com outras chalconas demonstram a inibição da bomba de efluxo 

com aumento de fluorescência devido à acumulação de EtBr, como no estudo de HOLLER et 

al., 2012, que avaliou uma biblioteca de 117 chalconas quanto à inibição da bomba NorA 

mediada por EtBr. Além disso, JESUS et al. (2022), avaliaram derivados de chalcona capazes 

de aumentar a acumulação de EtBr em S. aureus por inibição de bombas de efluxo, 

corroborando os achados do presente estudo. 

De acordo com a Figura 4, a chalcona CMA4DMA não alterou a permeabilidade da 

membrana, indicando que seu efeito não se deve a inibição indireta da bomba via alterações na 

fluidez da membrana. Embora a inibição indireta por alteração da membrana seja um modo de 

ação para alguns compostos que visam bombas de efluxo, a interação direta com a bomba é 

mais comum (LI; NIKAIDO, 2009; UGHACHUKWU; UNEKWE, 2012). Exceções existem, 

como no estudo de TINTINO et al., 2020, onde a menadiona atuou tanto diretamente na bomba 

quanto indiretamente na membrana plasmática. É provável que a CMA4DMA atue em um sítio 

de ligação na proteína NorA, conforme sugerido pelos estudos de docking molecular. 

Os resultados de docking indicam que a CMA4DMA se liga eficazmente ao mesmo 

domínio da bomba de efluxo NorA onde antibióticos fluoroquinolônicos, como Norfloxacina e 

Ciprofloxacina, interagem. A afinidade de ligação mais favorável da CMA4DMA em 

comparação à Norfloxacina sugere maior estabilidade energética dessa interação, reforçando 

seu potencial como modulador da atividade de efluxo. 

As interações hidrofóbicas de CMA4DMA com resíduos alifáticos (Leu218, Ile309, 

Arg310 e Ile313), distintas das interações aromáticas predominantes observadas para 

Norfloxacina e EtBr, indicam que a CMA4DMA ocupa a cavidade de forma diferenciada. Essa 

divergência pode favorecer efeitos sinérgicos com antibióticos, alterando a dinâmica 

conformacional do sítio de ligação. Fenômeno semelhante foi observado em estudos de docking 

associados à inibição da cepa 1199B (DA SILVA et al., 2020). 

A ligação por ponte de hidrogênio observada entre CMA4DMA e Thr211 reforça ainda 

mais o perfil de ligação, com distância doadora-aceptora menor indicando interações polares 

mais estáveis do que aquelas da Norfloxacina. A distância espacial da CMA4DMA em relação 

ao controle CCCP corrobora os achados experimentais, onde o CCCP potencializou a atividade 

da Norfloxacina e EtBr, sugerindo sobreposição mecânica na inibição da bomba de efluxo. 
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Em conjunto, os achados suportam a hipótese de que a CMA4DMA tem efeito inibitório 

potencial sobre a bomba de efluxo NorA, potencializado na presença de antibióticos, 

destacando-a como candidata promissora para estudos futuros de modulação de bombas de 

efluxo e reversão da resistência antibiótica. 

Os resultados preditivos de ADMET indicam que a CMA4DMA possui propriedades 

físico-químicas compatíveis com alta permeabilidade celular, fortemente correlacionada com 

lipofilicidade (logP). Sua posição no radar de propriedades "drug-like" — dentro dos limites de 

logP, MW e TPSA — reforça o alinhamento com características de compostos orais. 

O valor predito de Papp em células Caco-2, superior ao dos antibióticos de referência 

Norfloxacina e Ciprofloxacina, sugere maior absorção intestinal e melhor biodisponibilidade 

oral. Além disso, a alta permeabilidade prevista em células MDCK e a baixa probabilidade de 

ser substrato de P-gp favorecem acúmulo intracelular eficiente, potencializando sua ação 

antimicrobiana. 

O Vdss previsto, dentro da faixa aceitável, indica que o composto pode alcançar 

equilíbrio adequado entre plasma e tecidos, minimizando risco de acúmulo excessivo. A alta 

ligação a proteínas plasmáticas (>90%), típica de moléculas lipofílicas de baixa polaridade, 

pode influenciar a fração livre disponível para ação farmacológica, mas também contribui para 

estabilidade plasmática e tempo de circulação prolongado. 

O mapa MLP e as predições de ADMET sugerem que o balanço estrutural entre regiões 

polares e lipofílicas na CMA4DMA é determinante para seu perfil farmacocinético. O 

predomínio de anéis aromáticos lipofílicos, combinado com um único doador polar NH2, 

proporciona logP ideal de 2,74, associado a alta absorção intestinal e permeação eficiente. A 

HIA prevista de quase 89% reforça seu potencial para administração oral. 

Valores previstos de logBB e permeabilidade MDCK indicam que a CMA4DMA pode 

atravessar a barreira hematoencefálica, consistente com distribuição de compostos ativos no 

SNC. Embora isso favoreça eficácia em tecidos com barreiras seletivas, também sugere risco 

de efeitos fora do alvo no SNC. 

Um aspecto de segurança é a interação prevista com canais hERG. O sistema aromático 

α,β-insaturado contribui para potencial moderação na inibição hERG, com valores de IC50 e 

pIC50 sugerindo bloqueio parcial de canais K+. A similaridade de dados com inibidores hERG 

conhecidos (33–67%) indica risco moderado, importante para exposição crônica, enfatizando 

necessidade de validação experimental. 

A previsão metabólica indica que o grupo –N(CH3)2 é um ponto crítico de N-
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desalquilação mediada por isoformas CYP450. Embora essa via contribua para depuração, 

também representa risco de geração de intermediários reativos, como aldeídos e radicais livres, 

com potencial hepatotóxico. Isso se alinha com o LD50 oral moderado, próximo ao limite de 

compostos não-tóxicos. 

Comparada à Norfloxacina e Ciprofloxacina, a CMA4DMA apresenta menor 

estabilidade metabólica, refletida em valores mais altos de depuração hepática e microsomal, 

implicando menor biodisponibilidade oral devido a metabolismo de primeira passagem. 

Os valores previstos de LD50 via diferentes vias de administração destacam o papel do 

metabolismo hepático na mitigação da toxicidade sistêmica. Enquanto a via oral pode proteger 

parcialmente contra efeitos adversos, a administração intravenosa ou intraperitoneal aumenta a 

toxicidade prevista. A via subcutânea mostrou LD50 intermediário, sugerindo viabilidade para 

aplicações localizadas ou tópicas. 

Em resumo, embora a CMA4DMA apresente atributos farmacológicos promissores, sua 

instabilidade metabólica e riscos de toxicidade exigem avaliação cuidadosa. Otimização 

estrutural para reduzir N-desalquilação mediada por CYP ou exploração de rotas alternativas 

de administração pode ser essencial para melhorar seu potencial terapêutico. 

4. Materiais e Métodos 

4.1. Síntese Química 

A chalcona CMA4DMA foi sintetizada por meio de uma reação de condensação de 

Claisen–Schmidt sob condições básicas, utilizando 3-aminoacetofenona e 4-

(dimetilamino)benzaldeído como reagentes de partida (DA SILVA et al., 2024). 

A rota sintética está ilustrada no Esquema 1, e a estrutura química da CMA4DMA é 

apresentada na Figura 10. 

 
Esquema I- 1: Síntese da aminochalcona. 
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Figura I- 10: Estrutura da chalcona (2E)-1-(3′-aminofenil)-3-(4-dimetilaminofenil) prop-2-en-1-ona 
(CMA4DMA). 

4.2. Docking Molecular de NorA e CMA4DMA 

Para a investigação teórica do efeito antimicrobiano contra S. aureus, o modelo proteico 

da bomba de efluxo NorA da cepa 1199B foi obtido do repositório RCSB Protein Data Bank 

(https://www.rcsb.org/), depositado sob o ID PDB 7LO7. Essa estrutura é classificada como 

uma proteína transportadora expressa em E. coli, com sua conformação tridimensional 

resolvida por microscopia eletrônica a uma resolução de 3,74 Å. Para o preparo da proteína 

antes das simulações de docking molecular, utilizou-se o AutoDockTools™ versão 1.5.7 

(https://autodocksuite.scripps.edu/adt/) para adicionar átomos de hidrogênio, calcular as cargas 

de Gasteiger e ajustar os parâmetros da grid-box. A grid-box foi configurada para cobrir todo 

o espaço conformacional da proteína, com dimensões x = 54, y = 58, z = 62, centralizada em x 

= 137,578; y = 138,065; z = 156,646. Em seguida, o AutoDock Vina™ 

(https://vina.scripps.edu/) foi configurado para realizar 50 simulações independentes, com 20 

poses cada, para todos os ligantes otimizados pelo método Merck Molecular Force Field 

(MMFF94) no Avogadro 2 (https://two.avogadro.cc/). Os critérios de validação para a pose 

ótima das simulações de docking molecular incluíram baixo desvio quadrático médio (RMSD 

≤ 2,0 Å) e baixa energia de afinidade (Rate ≤ −6,0 kcal/mol), utilizando as poses de ligação dos 

antibióticos caracterizados norfloxacino e ciprofloxacino como controle (MARINHO et al., 

2020). 

4.3. Estudo In Silico de ADMET 

Para a análise das propriedades de absorção, distribuição, metabolismo, excreção e 

toxicidade (ADMET), foi aplicado um protocolo preditivo baseado na estimativa quantitativa 

de similaridade com fármacos (QED — Quantitative Estimate of Drug-likeness), conforme 

apresentado na Equação (1): 

𝑄𝐸𝐷 = 𝑒𝑥𝑝 (
1

𝑛
∑𝑛
𝑖=1 𝑙𝑛𝑑𝑖)  (1) 

Onde n é o número de propriedades físico-químicas (i) calculadas, e d é a função de 

https://two.avogadro.cc/
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desejabilidade, que considera os seguintes limites: peso molecular (MW) ≤ 500 g/mol, 

lipofilicidade (logP) ≤ 5, doadores de ligação de hidrogênio (HBD) ≤ 5, aceitadores de ligação 

de hidrogênio (HBA) ≤ 5, área superficial polar topológica (TPSA) ≤ 140 Å², ligações 

rotacionáveis (nRot) ≤ 10, anéis aromáticos ≤ 3 e alertas estruturais ≤ 1 (n = 8). A soma desses 

parâmetros resulta em um escore variando de 0,0 (baixa semelhança com fármacos) a 1,0 (alta 

semelhança com fármacos) (BICKERTON et al., 2012). O alinhamento desses descritores foi 

analisado segundo as regras de Lipinski (LIPINSKI, 2004), a regra da Pfizer (HUGHES et al., 

2008), a regra do Triângulo Dourado (JOHNSON; DRESS; EDWARDS, 2009) e a regra da 

GlaxoSmithKline (GSK). 

Para a predição dos descritores farmacocinéticos, foram utilizados os seguintes 

servidores: ADMETlab 3.0 (https://admetlab3.scbdd.com/), ADMET-AI 

(https://admet.ai.greenstonebio.com/), ADMET–LMC (http://qsar.chem.msu.ru/admet/), Pred-

hERG (https://predherg.labmol.com.br/), SwissADME (http://www.swissadme.ch/), As 

propriedades analisadas incluíram: permeabilidade celular efetiva (Papp), absorção intestinal 

humana (HIA), permeabilidade da barreira hematoencefálica (BBB), depuração hepática 

(CLHepa), volume de distribuição (Vdss) e cardiotoxicidade via inibição do canal hERG 

(human Ether-à-go-go-Related Gene). 

Para a predição dos sítios de metabolismo, foram empregados os servidores SMARTCyp 

(https://smartcyp.sund.ku.dk/mol_to_som), FAME 3 (https://nerdd.univie.ac.at/fame3) e 

StopTox (https://stoptox.mml.unc.edu/). A análise dos fragmentos suscetíveis ao metabolismo 

dependente do citocromo P450 (CYP450) foi correlacionada com a predição da dose letal 

(LD50) em ratos, utilizando o servidor GUSAR Online (https://www.way2drug.com/gusar/). 

4.4. Atividade Antibacteriana In Vitro 

4.4.1. Cepas Bacterianas 

Neste estudo, foram utilizadas as cepas de S. aureus SA-1199 (selvagem) e SA-1199B. 

A cepa SA-1199B superexpressa a proteína de efluxo NorA, associada à resistência a substratos 

da classe das fluoroquinolonas, como o norfloxacino. 

As cepas foram gentilmente cedidas pelos professores S. Gibbons (University of 

London, Reino Unido) e G. W. Kaatz (Wayne State University School of Medicine, EUA) e 

mantidas em ágar sangue (Difco Laboratories Ltd., São Paulo, Brasil). Elas são preservadas por 

criopreservação a –80 °C em solução de glicerol no Laboratório de Microbiologia e Biologia 

Molecular da Universidade Regional do Cariri (URCA). Para o preparo experimental, as cepas 

foram cultivadas por 24 h a 37 °C em ágar infusão cérebro-coração (BHI Agar, Acumedia 

https://admetlab3.scbdd.com/
https://admet.ai.greenstonebio.com/
http://qsar.chem.msu.ru/admet/
https://predherg.labmol.com.br/
http://www.swissadme.ch/
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Manufacturers Inc.). 

4.4.2. Meios de Cultura 

Os meios de cultura utilizados nos ensaios microbiológicos foram: Infusão Cérebro-

Coração Agar (BHI Agar, Acumedia Manufacturers Inc.), preparado conforme instruções do 

fabricante; e Infusão Cérebro-Coração (BHI, Acumedia Manufacturers Inc.), preparado a 10% 

de concentração. 

4.4.3. Substâncias 

Os antibióticos (norfloxacino e ciprofloxacino) e a chalcona CMA4DMA foram 

dissolvidos em dimetilsulfóxido (DMSO) e água estéril, mantendo a proporção de DMSO 

abaixo de 5%. O brometo de etídio (EtBr) foi dissolvido em água destilada estéril, enquanto o 

carbonil cianeto m-clorofenil hidrazona (CCCP) foi dissolvido em metanol/água (1:1, v/v). 

Todas as substâncias foram preparadas a uma concentração padrão de 1024 µg/mL. 

4.4.4. Determinação da Concentração Inibitória Mínima (CIM) 

A CIM da chalcona CMA4DMA foi determinada pelo método de microdiluição em 

caldo, conforme descrito por (OLIVEIRA-TINTINO et al., 2023), com modificações. As cepas 

foram cultivadas 24 h antes do experimento. Após esse período, o inóculo bacteriano foi 

suspenso em solução salina equivalente ao padrão 0,5 de McFarland, correspondendo a 

aproximadamente 1,5 × 10⁸ UFC/mL. Microtubos foram preenchidos com 900 µL de BHI e 

100 µL do inóculo, e as placas receberam 100 µL da solução final. A microdiluição foi realizada 

com 100 µL de CMA4DMA em diluições seriadas (1:1) até o penúltimo poço, sendo o último 

usado como controle de crescimento. As concentrações variaram de 512 µg/mL a 8 µg/mL. 

Após 24 h de incubação, foi adicionado 20 µL de resazurina (7-hidróxi-10-oxidofenoxazina-

10-ium-3-ona). A resazurina é oxidada na presença de meio ácido gerado pelo crescimento 

bacteriano, ocasionando mudança de cor de azul para rosa (ELSHIKH et al., 2016). A CIM foi 

definida como a menor concentração na qual não houve crescimento visível ANDREWS, 

2001). Todos os ensaios foram realizados em triplicata sob fluxo laminar. 

4.4.5. Avaliação da Inibição da Bomba de Efluxo pela Modificação da CIM de Antibióticos e 

Brometo de Etídio 

Para investigar se a chalcona CMA4DMA atua como um inibidor potencial da bomba 

de efluxo NorA, foi realizado um estudo comparativo com inibidores padrão, avaliando a 

capacidade de reduzir a CIM de EtBr e antibióticos. O inibidor padrão CCCP foi utilizado para 

validar a expressão da bomba NorA na cepa testada. A inibição foi testada usando 
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concentrações subinibitórias (CIM/8) tanto dos inibidores quanto da chalcona. Nos ensaios, 150 

µL do inóculo bacteriano (0,5 McFarland, ~1.5×10⁸ UFC/mL) foram combinados com os 

inibidores e a chalcona (CIM/8) e completados com BHI. As misturas foram transferidas para 

placas de microdiluição de 96 poços, às quais foram adicionados 100 µL de antibiótico ou EtBr 

em diluições seriadas (1:1) de 512 a 0,5 µg/mL. As placas foram incubadas a 37 °C por 24 h, e 

o crescimento bacteriano foi avaliado com resazurina, conforme descrito acima. As CIMs dos 

controles foram determinadas em placas contendo apenas antibióticos ou EtBr. Todos os testes 

foram realizados em triplicata sob fluxo laminar. 

4.4.6. Atividade Inibitória da Bomba NorA Avaliada pelo Aumento da Emissão de 

Fluorescência de EtBr 

Neste ensaio, foi utilizada a cepa S. aureus 1199B, expressando a bomba de efluxo 

NorA. As cepas foram semeadas em ágar Mueller Hinton 24 h antes do experimento e incubadas 

a 37 °C. O inóculo foi preparado em tampão fosfato salino (PBS) no padrão 0,5 McFarland e 

distribuído em placas pretas de 96 poços. Nos grupos-teste, adicionou-se CMA4DMA nas 

concentrações finais de 200 e 100 µg/mL. O controle negativo consistiu em PBS nas mesmas 

condições de diluição, e o controle positivo utilizou CCCP a 200 e 100 µg/mL. Após 1 h de 

incubação, foi adicionado EtBr (2 µg/mL) a todos os poços. As placas foram novamente 

incubadas, e a fluorescência foi medida em leitor de microplacas Cytation 1 (BioTek®, 

Winooski, VT, EUA) com o software Gen5™ 3.11, usando excitação em 530 nm e emissão em 

590 nm (OLIVEIRA-TINTINO et al., 2023). 

4.4.7. Avaliação da Permeabilidade da Membrana Bacteriana Usando o Ensaio de 

Fluorescência SYTOX Green 

Neste ensaio, foi utilizado o corante intercalante de DNA SYTOX Green. O inóculo 

bacteriano de S. aureus 1199B foi preparado e distribuído em placas pretas de 96 poços. 

Adicionou-se CMA4DMA nas concentrações finais de 200 e 100 µg/mL. A polimixina B foi 

usada como controle positivo (200 e 100 µg/mL), e o PBS como controle negativo. As placas 

foram incubadas por 1 h, e em seguida adicionou-se 100 µL de SYTOX Green (1 µM). Após 

mais 1 h de incubação, a fluorescência foi medida no Cytation 1 (BioTek®, EUA) com o 

Gen5™ 3.11, com excitação a 485 nm e emissão a 528 nm. Todos os ensaios foram realizados 

em triplicata (YUEN et al., 2023). 

4.4.8. Análise Estatística 

Os resultados foram analisados por ANOVA de uma via, seguida do teste post hoc de 

Tukey. Os resultados microbiológicos de redução da CIM foram expressos como média 
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geométrica ± DP, enquanto os resultados dos ensaios de inibição de bomba de efluxo foram 

expressos como média aritmética ± DP. Valores de p < 0,05 foram considerados 

estatisticamente significativos. Todas as análises foram realizadas no software GraphPad Prism 

5.0, em triplicata. 

5. Conclusões 

Os ensaios in vitro demonstraram que a chalcona CMA4DMA, embora desprovida de 

atividade antibacteriana direta (MIC ≥1024 µg/mL), potencializou significativamente a ação da 

norfloxacina e do brometo de etídio em cepas de S. aureus portadoras da bomba de efluxo 

NorA. Essa potencialização foi evidenciada pela redução dos valores de MIC e pelo aumento 

da fluorescência intracelular de EtBr, sem comprometimento da integridade da membrana 

bacteriana. Esses achados experimentais corroboram as análises in silico, que revelaram forte 

interação da CMA4DMA com o sítio de ligação da NorA, sustentando seu papel como inibidor 

direto da bomba de efluxo. O composto apresentou ligação mais estável com a NorA de S. 

aureus 1199B (BA = –7,504 kcal/mol) do que a norfloxacina, ocupando o mesmo sítio de 

ligação. As interações hidrofóbicas e uma ponte de hidrogênio com o resíduo Thr211 indicam 

maior afinidade e potencial inibitório frente à NorA. Além disso, a CMA4DMA demonstrou 

lipofilicidade ótima (logP = 2,74) e permeabilidade adequada (Papp = 1,38 × 10⁻⁵ cm/s), 

indicando forte absorção intestinal e características favoráveis ao perfil de fármaco. No entanto, 

sua moderada instabilidade metabólica e o potencial hepatotóxico previsto sugerem cautela 

quanto à exposição sistêmica e ao metabolismo de primeira passagem. Dessa forma, a 

combinação de dados computacionais e microbiológicos reforça o potencial da CMA4DMA 

como adjuvante antimicrobiano, capaz de restaurar a eficácia de antibióticos contra cepas 

resistentes. Entretanto, estudos adicionais de farmacocinética, toxicidade e modelos pré-

clínicos ainda são necessários para confirmar sua viabilidade terapêutica. No futuro, espera-se 

realizar novos testes in vivo e in vitro para confirmar o papel da CMA4DMA como inibidor do 

mecanismo de bomba de efluxo, destacando sua função como adjuvante antibiótico promissor. 
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Resumo 

Diante da capacidade dos microrganismos de desenvolver resistência aos fármacos em um ritmo 

mais acelerado do que o desenvolvimento de novos medicamentos, torna-se urgente buscar 

alternativas capazes de restabelecer a eficácia dos antibióticos, especialmente contra patógenos 

como Staphylococcus aureus, conhecido por sua versatilidade na expressão de mecanismos de 

resistência. Entre esses mecanismos, destacam-se as bombas de efluxo NorA e MepA, 

responsáveis pela expulsão de antibióticos do interior da célula bacteriana. Nesse contexto, o 

presente estudo investigou a viabilidade da utilização da chalcona 4Cl ((2E)-1-(3’-aminofenil)-

3-(4-clorofenil)-prop-2-en-1-ona) como um potencial inibidor desses sistemas de efluxo. 

Inicialmente, realizou-se uma triagem por meio de estudos in silico (docagem molecular e 

análises ADMET), seguidos de ensaios in vitro (determinação da concentração inibitória 

mínima (CIM) e testes de fluorescência com brometo de etídio EtBr e SYTOX Green). Os 

resultados da docagem molecular revelaram que a chalcona 4Cl interage com resíduos de 

aminoácidos descritos na literatura como essenciais para a atividade das bombas de efluxo 

(Glu222 na NorA; Tyr35 e Asn39 na MepA). As distâncias das ligações e as energias obtidas 

foram consistentes com uma possível atividade inibitória, sugerindo que a 4Cl pode interferir 

na funcionalidade dessas proteínas. Nos ensaios in vitro, observou-se uma redução significativa 

na concentração inibitória mínima (CIM) de antibióticos como norfloxacina e ciprofloxacina 

em cepas resistentes, indicando um efeito sinérgico. Além disso, os testes de fluorescência 

demonstraram um aumento na retenção de brometo de etídio em até 736,3% para NorA e 

234,8% para MepA, corroborando a inibição das bombas de efluxo. Verificou-se também um 

aumento na permeabilidade da membrana bacteriana, evidenciado pela elevação da 

fluorescência do SYTOX Green em 70-855%. Embora os resultados demonstrem o potencial da 

4Cl como adjuvante terapêutico, as análises ADMET apontaram alertas toxicológicos que 

demandam investigações adicionais. Esses achados sugerem que modificações estruturais 
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racionais podem ser necessárias para garantir sua segurança e eficácia no combate a infecções 

bacterianas resistentes. 

Palavras-chave: 
Staphylococcus aureus, chalcona, resistência bacteriana, bombas de efluxo, docking 
molecular, ADMET. 
 
Introdução 

A evolução natural dos microrganismos proporciona a eles a capacidade de 

desenvolver resistência aos fármacos em um ritmo mais acelerado do que o processo de criação 

de novos medicamentos. Diante desse cenário, a Organização Mundial da Saúde (OMS) 

chamou a atenção para a questão e, em 2017, divulgou uma lista de microrganismos resistentes 

que demandam novos tratamentos.(OMS, 2024) 

Entre os organismos destacados pela OMS está o Staphylococcus aureus, um 

patógeno frequentemente encontrado em diversos ambientes e conhecido por sua capacidade 

de desenvolver resistência a antibióticos. A produção de beta-lactamases, enzimas que inativam 

antibióticos beta-lactâmicos como a penicilina, e a presença do gene mecA, que confere 

resistência à meticilina, resultam em cepas multirresistentes, conhecidas como MRSA 

(Methicillin-Resistant Staphylococcus aureus), representando um desafio significativo no 

tratamento de infecções estafilocócicas. Além da presença de mecanismo de resistência como 

as enzimas betalactamases, outros mecanismos também podem ocorrer em S. aureus como a 

alteração da permeabilidade da membrana celular, modificação do alvo do fármaco, inativação 

da ação do medicamento e extrusão do antibiótico por meio de bombas de efluxo (DA COSTA 

et al., 2021; DOS SANTOS et al., 2007, 2023). 

As bombas de efluxo são proteínas posicionadas na membrana que realizam a 

extrusão do antibiótico, diminuindo a sua concentração intracelular e, assim, permitindo que o 

microrganismo sobreviva, contribuindo para a resistência a múltiplos fármacos (MDR) 

(CHANDAL et al., 2023). A identificação de uma substância capaz de inibir esse mecanismo 

de resistência permitiria restaurar a eficácia de medicamentos aos quais os microrganismos 

desenvolveram resistência, como também diminuir a virulência bacteriana (GAURAV et al., 

2023). 

As chalconas são uma classe de flavonoides de cadeia aberta, caracterizadas por um 

sistema carbonila α, β-insaturado que conecta dois anéis aromáticos. Esses compostos estão 

presentes em diversas partes de frutas e vegetais, e seu processo de síntese é amplamente 

documentado na literatura. Embora registros indiquem que as primeiras estruturas chalcônicas 

tenham sido sintetizadas em laboratório no século XIX, foi somente na década de 1970 que os 
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estudos sobre chalconas e seus derivados sintéticos ganharam maior destaque, impulsionados 

pela descoberta de suas atividades antitumorais e antiparasitárias. (FERREIRA et al., 2018; 

ZHUANG et al., 2017). Para este estudo, foi utilizada a 3-aminochalcona-4-clorobenzaldeído 

((2E)-1-(3’-aminofenil)-3-(4-clorofenil)-prop-2-en-1-ona), sintetizada pelo método de 

condensação aldólica de Claisen-Schmidt (PINTO et al., 2020). A estrutura foi confirmada por 

espectroscopia de ressonância magnética nuclear, e a molécula será referida a partir deste ponto 

como chalcona 4Cl. 

O objetivo deste estudo é apresentar a síntese da chalcona 4Cl e avaliar a capacidade 

de atuar contra cepas de Staphylococcus aureus portadoras das bombas de efluxo NorA e 

MepA, por meio de ensaios in silico e in vitro. Os ensaios in silico foram realizados visando o 

acoplamento das chalconas à proteína de efluxo, conforme análises de docagem molecular, 

como também foram realizadas as avaliações de ADMET foram executadas para verificar os 

possíveis efeitos dessa chalcona sobre o organismo humano. Além disso, estudos in vitro foram 

realizados visando a diminuição da concentração mínima inibitória (CIM) e alterações na 

permeabilidade da membrana. 

 

Materiais e Métodos 

Síntese química 

A síntese foi realizada usando a reação de condensação aldólica de Claisen-Schmidt em 

meio básico. Uma solução etanólica de 3-aminocetofenona (2 mmol) foi adicionada a uma 

solução de 4-clorobenzaldeído (2 mmol), seguida pela adição de 1 mL de NaOH aquoso a 50% 

m/v e agitada por 48 h à temperatura ambiente (32 °C). (MENDES et al., 2023). A chalcona foi 

então filtrada sob pressão reduzida, lavadas com água fria, seca e recristalizada em etanol, e a 

pureza (99,9%) foi verificada por análise de HPLC. A estrutura da chalcona foi confirmada pela 

análise de espectroscopia de ressonância magnética nuclear de 1H, 13C, os espectros foram 

obtidos usando Bruker DPX-300 operando em frequências de 300 MHz para hidrogênio e 75 

MHz para carbono. Além disso, o espectro de absorção no infravermelho foi obtido usando um 

espectrômetro a vácuo Bruker (VERTEX 70 V) com uma fonte de laser HeNe com 

comprimento de onda de 633 nm. Finalmente, a avaliação cromatográfica foi realizada por 

HPLC (Agilent 1260 Infinity, Alemanha) equipado com uma coluna de fase reversa C-18 

(Agilent Eclipse Plus: 3,5 µm, 4,6 × 100 mm). 

Docking Molecular da NorA e MepA 

Recursos computacionais utilizados no processo de docking molecular 
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O docking molecular da chalcona 4Cl com as proteínas de efluxo NorA e MepA foi 

realizado utilizando os softwares AutoDockTools (versão 1.5.7) e AutoDock Vina (versão 1.2.7) 

para as simulações, complementados por ferramentas de visualização e modelagem molecular: 

BIOVIA Discovery Studio Visualizer (Dassault Systèmes®, versão 21.1.0.20298), UCSF 

Chimera (versão 1.15) e ChemAxon MarvinSketch (versão 22.2, licença acadêmica). As 

estruturas proteicas foram obtidas nos bancos de dados RCSB Protein Data Bank (PDB) 

(https://www.rcsb.org/), AlphaFold (DeepMind/EMBL-EBI) (https://alphafold.ebi.ac.uk/) e 

PubChem (https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/). 

Obtenção das estruturas e preparação para docagem 

A estrutura da proteína NorA, determinada por criomicroscopia eletrônica (cryo-EM) 

utilizando a técnica de single-particle analysis em complexo com fragmentos de anticorpos 

sintéticos (Fabs) (BRAWLEY et al., 2022), foi obtida do RCSB Protein Data Bank (PDB) sob 

o código de acesso 7LO7. Já a estrutura da proteína MepA foi adquirida a partir do banco de 

dados AlphaFold (JUMPER et al., 2021; VARADI et al., 2024), correspondente ao 

identificador AF-Q2G140-F1-v4 (código UniProt: Q2G140), originalmente caracterizada por 

Kaatz e colaboradores. (KAATZ; MCALEESE; SEO, 2005) 

Na preparação dos receptores para docking molecular, procedeu-se inicialmente com o 

tratamento da proteína NorA, no qual os fragmentos de anticorpos sintéticos (Fabs) foram 

removidos utilizando o software BIOVIA Discovery Studio Visualizer. Posteriormente, no 

AutoDockTools, realizou-se a padronização das estruturas proteicas (NorA e MepA) através da 

eliminação de moléculas de água, adição de átomos de hidrogênio polares e cálculo de cargas 

atômicas pelo método Gasteiger. Finalmente, cada receptor foi convertido para o formato 

PDBQT. 

A estrutura bidimensional da chalcona 4Cl foi inicialmente desenhada utilizando o 

MarvinSketch, com posterior conversão para formato tridimensional. A geometria molecular 

foi então otimizada no UCSF Chimera. No AutoDockTools, procedeu-se à preparação final do 

ligante com adição de cargas atômicas, definição de ligações rotáveis e conversão para o 

formato PDBQT, adequando-a para os experimentos subsequentes de docking molecular. 

O posicionamento da grid box para o docking molecular foi estabelecido mediante 

análise sistemática da literatura científica, com foco em estudos prévios de docking realizados 

com as proteínas NorA (BRAWLEY et al., 2022) e MepA (BENTO et al., 2024; DA SILVA et 

al., 2021; REZENDE-JÚNIOR et al., 2020; ROCHA et al., 2021), identificando os resíduos 

críticos para a interação com ligantes e correlação com os valores de Concentração Inibitória 
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Mínima (CIM) reportados. Esta abordagem permitiu definir regiões de interesse biologicamente 

relevantes para ambas as proteínas, com os seguintes parâmetros espaciais para as grid box: 

NorA - centro nas coordenadas (x=132,936; y=132,718; z=155,278) com dimensões de 

60×60×60 Å; e MepA - centro nas coordenadas (x=-6; y=-1; z=4) com dimensões de 40×40×40 

Å. 

Após o preparo dos receptores (NorA e MepA) e ligante (Chalcona 4Cl), procedeu-se 

ao docking molecular utilizando o AutoDock Vina executado via linha de comando. Para cada 

sistema proteína-ligante, foi gerado um arquivo de configuração contendo os arquivos de 

entrada, as coordenadas do centro e dimensões da grid box e o arquivo de saída para os 

resultados. Os complexos proteína-ligante, representados pela pose de maior afinidade, foram 

então analisados no BIOVIA Discovery Studio Visualizer para avaliação das interações 

moleculares, considerando parâmetros como distâncias de ligação, energia de interação e 

resíduos de aminoácidos envolvidos.  

Estudo de ADMET 

A estrutura molecular da Chalcona 4Cl foi inicialmente desenhada utilizando o 

MarvinSketch (disponível em: https://chemaxon.com/products/marvin). A representação da 

molécula foi gerada de forma precisa, garantindo a correta disposição dos átomos e ligações 

químicas. Em seguida, a sequência de SMILES (Simplified Molecular Input Line Entry System), 

C1=CC(=CC(=C1)C(=O)C=CC2=CC=C(Cl)C=C2)N, foi obtida diretamente da plataforma 

MarvinSketch. O código SMILES foi utilizado como dado de entrada para a realização dos 

cálculos de propriedades ADMET (Absorção, Distribuição, Metabolismo, Excreção e 

Toxicidade) na plataforma ADMETLab 3.0 (disponível em: https://admetlab3.scbdd.com). Os 

parâmetros ADMET foram calculados utilizando os modelos preditivos integrados na 

ferramenta, que incluem avaliações de solubilidade, permeabilidade, metabolismo, toxicidade 

e outros parâmetros relevantes. Os resultados obtidos foram sistematicamente interpretados 

com base nas diretrizes e valores de referência estabelecidos na literatura científica (FU et al., 

2024). As propriedades preditas foram comparadas com os intervalos considerados ideais para 

candidatos a fármacos, conforme descrito em estudos prévios. Os dados foram registrados e 

organizados em tabelas e gráficos, permitindo uma análise detalhada do perfil farmacocinético 

e toxicológico da Chalcona 4Cl. Esses resultados foram posteriormente integrados ao artigo, 

fornecendo uma base sólida para a discussão das implicações terapêuticas e dos potenciais 

riscos associados à molécula. 

Cepas Bacterianas 

https://chemaxon.com/products/marvin
https://admetlab3.scbdd.com/server/evaluation
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Neste estudo, foram utilizadas as cepas de S. aureus SA-1199 (tipo selvagem), SA-

1199B e SA-K2068. A cepa SA-1199B expressa a proteína de efluxo NorA, associada à 

resistência a substratos da classe das fluoroquinolonas, como a Norfloxacina. Já a cepa SA-

K2068 possui a bomba de efluxo MepA, responsável pelo transporte de múltiplas drogas para 

fora da célula bacteriana. 

As cepas foram gentilmente cedidas pelo Prof. S. Gibbons (University of London, Malet 

St, Bloomsbury, London WC1E 7HU, Reino Unido) e mantidas em ágar-sangue (Laboratórios 

Difco Ltda., São Paulo-SP, Brasil). As cepas são preservadas por criopreservação a -80°C em 

solução de glicerol no Laboratório de Microbiologia e Biologia Molecular da Universidade 

Regional do Cariri (URCA). Como processo de preparação para os experimentos, as cepas 

foram cultivadas por 24 horas a 37 °C em infusão sólida de cérebro e coração em ágar (BHI-

Ágar, Acumedia Manufacturers Inc.). 

Meios de Cultura 

Os meios de cultura foram utilizados para a realização dos testes microbiológicos: 

Infusão de Cérebro e Coração - Ágar (Brain Heart Infusion - Agar, Acumedia Manufacturers 

Inc.), preparado de acordo com o fabricante, e Infusão de Cérebro e Coração (Brain Heart 

Infusion, Acumedia Manufacturers Inc.) preparado na concentração de 10%. 

Substâncias 

O antibiótico Norfloxacina e a chalcona 4Cl foram diluídos em Dimetilsulfóxido 

(DMSO) e em água estéril. A proporção de DMSO utilizada foi inferior a 5%. O Brometo de 

Etídio (EtBr) foi dissolvido em água destilada estéril, enquanto o Carbonil Cianeto m-

Clorofenil Hidrazona (CCCP) foi dissolvido em metanol/água (1:3, v/v). Todas as substâncias 

foram diluídas a uma concentração padrão de 1024 µg/mL. 

Determinação da Concentração Inibitória Mínima (CIM) e Atividade Antibacteriana 

Direta 

A CIM foi determinada para a chalcona 4Cl de acordo com o Método de Microdiluição 

em Caldo, proposto por (JAVADPOUR et al., 1996), com adaptações. As cepas utilizadas nos 

testes foram cultivadas 24 horas antes dos experimentos. Após esse período, o inóculo 

bacteriano foi suspenso em solução salina, correspondente a 0,5 da escala de McFarland, 

aproximadamente 1,5 × 10⁸ (UFC)/mL. Em seguida, microtubos foram preenchidos com 900 

µL de BHI e 100 µL do inóculo, e as placas foram preenchidas com 100 µL da solução final. A 

microdiluição foi realizada com 100 µL em diluições seriadas até o penúltimo poço da placa 

(1:1), sendo o último utilizado como controle de crescimento. As concentrações dos compostos 
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variaram de 512 µg/mL a 8,0 µg/mL. Após 24 horas de incubação, as leituras foram realizadas 

com a adição de 20 µL de Resazurina (7-hidroxi-10-oxidofenoxazin-10-ium-3-ona). A 

Resazurina foi oxidada na presença do meio ácido causado pelo crescimento bacteriano, 

promovendo a mudança de cor de azul para rosa (ELSHIKH et al., 2016). A CIM foi definida 

como a menor concentração em que não se observa crescimento (ANDREWS, 2001). Os testes 

foram realizados em triplicata. 

Avaliação da Inibição da Bomba de Efluxo por Modificação da CIM do Antibiótico e do 

Brometo de Etídio 

Para observar se a chalcona 4Cl atua como um inibidor potencial das bombas de efluxo 

NorA e MepA, foi realizado um estudo comparativo entre os efeitos dos inibidores padrão 

dessas bombas, avaliando a capacidade de ambos em reduzir a CIM do EtBr e dos antibióticos. 

O inibidor padrão CCCP foi utilizado para validar a expressão das bombas NorA e MepA pelas 

cepas testadas. A inibição da bomba de efluxo foi testada utilizando uma concentração sub-

inibitória (CIM/8) dos inibidores e da 4Cl. Nos testes, 150 µL de cada inóculo bacteriano 

suspenso em solução salina, correspondente a 0,5 da escala de McFarland, aproximadamente 

1,5 × 10⁸ (UFC)/mL, foram adicionados juntamente com os inibidores e o 4Cl (CIM/8) e 

completados com BHI. Em seguida, foram transferidos para placas de microdiluição de 96 

poços, às quais foram adicionados 100 µL de antibiótico ou EtBr em diluições seriadas (1:1), 

variando de 512 a 0,5 µg/mL. As placas foram incubadas a 37 ºC por 24 horas e o crescimento 

bacteriano foi avaliado com Resazurina (7-hidroxi-10-oxidofenoxazin-10-ium-3-ona). A 

Resazurina foi oxidada na presença do meio ácido causado pelo crescimento bacteriano, 

promovendo a mudança de cor de azul para rosa (ELSHIKH et al., 2016). A CIM foi definida 

como a menor concentração em que não se observa crescimento (ANDREWS, 2001). A CIM 

dos controles foi avaliada utilizando apenas placas com antibióticos e com EtBr, e os testes 

foram realizados em triplicata. 

Controle Negativo 

Para o controle negativo, foram utilizadas as últimas fileiras de cavidades das placas de 

microdiluição, onde apenas o meio de cultura e o inóculo bacteriano foram adicionados, sem a 

adição das substâncias testadas, visando a máxima formação de colônias bacterianas, além de 

comprovar que o inóculo foi devidamente adicionado aos microtubos. No entanto, esses 

números não foram adicionados aos gráficos de resultados devido à impossibilidade de 

quantificação das colônias formadas no período de 24 horas após os testes microbiológicos. 

Contudo, após esse período, a presença de bactérias vivas foi confirmada com a adição de 20 

µL de Resazurina nos últimos poços da placa de microdiluição. 
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Ação inibidora de bombas de efluxo NorA e MepA avaliada pelo aumento da emissão de 

fluorescência de EtBr 

Para este ensaio foram utilizadas as cepas de S. aureus 1199B e S. aureus K2068 que 

expressam a bomba de efluxo NorA e MepA respectivamente. As cepas foram semeadas em 

meio de cultura Mueller Hinton agar, 24h antes da realização do experimento. As bactérias 

foram mantidas em estufa bacteriológica a 37℃. O inóculo foi preparado em Phosphate 

buffered saline (PBS) até atingir a escala 0,5 de McFarland e distribuído em placas black de 96 

poços. Nos grupos de teste foi adicionado a Chalcona 4Cl nas concentrações finais de 200 e 

100 µg/mL. O controle negativo consistiu em PBS e bactéria. O controle positivo consistiu em 

CCCP 50 µg/mL. As placas foram incubadas em estufa por 1h e em seguida se adicionou EtBr 

diluído a 2 µg/mL em todos os poços. As soluções foram novamente incubadas e feita a leitura 

com leitor de microplaca de fluorescência Cytation 1, BioTek® (Winooski, VT, USA) e 

Software Gen5™ 3.11. Aplicou-se excitação de 530 nm e emissão comprimento de onda 590 

nm (OLIVEIRA-TINTINO et al., 2023). 

Avaliação da permeabilidade de membrana bacteriana pelo método de fluorescência com 

SYTOX Green 

Para esse teste foi utilizado o corante SYTOX Green intercalante de DNA. Foram 

preparados os inóculos bacterianos das cepas S. aureus 1199B e S. aureus K2068. O inóculo 

foi distribuído em placa black de 96 poços. Foi adicionado a Chalcona 4Cl nas concentrações 

finais de 200 e 100 µg/mL. A polimixina B foi utilizada com controle positivo na concentração 

de 100 µg/mL. No grupo controle negativo adicionou-se apenas Phosphate Buffer Saline (PBS). 

As placas foram incubadas por 1h. Em seguida foi adicionado 100 µL de SYTOX Green em 

concentração final de 1 µM. As placas foram incubadas por 1h e foi realizada a leitura de 

fluorescência no leitor de placas Cytation 1, BioTek® (Winooski, VT, USA) e Software 

Gen5™ 3.11. Foi utilizado filtro de excitação 485 nm e emissão de 528 nm. Os testes foram 

realizados em triplicata (YUEN et al., 2023). 

 

 

Análise estatística 

Os resultados foram analisados através de One-way ANOVA, seguida por Tukey post 

hoc. Os resultados microbiológicos de redução de CIM foram expressos em média geométrica 

± SD. Os resultados dos testes de mecanismo da ação inibidora de bomba de efluxo foram 
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expressos em média aritmética ± SD. Foram considerados significativos valores p < 0.05. Foi 

utilizado o software GraphPad Prism 5.0. Todos os ensaios foram realizados em triplicata. 

 

Resultados 
Síntese química 

A estrutura da chalcona (2E)-1-(3'-aminofenil)-3-(4-clorofenil)-prop-2-en-1-ona, 

ilustrada na Figura 1, foi confirmada por técnicas espectroscópicas, mostrando os  sinais 

característicos e deslocamentos químicos consistentes com sistemas α,β-insaturados típicos de 

chalconas(SILVA MENDES et al., 2022). O sinal em 191,0 ppm atribuído ao carbono da 

carbonila característico de cetonas conjugadas (DA SILVA et al., 2024). Enquanto, os 

deslocamentos químicos referentes aos carbonos aromáticos C3' (147,1 ppm) e C4 (136,6 ppm), 

evidenciam os efeitos eletrônicos dos grupos (-NH₂) e (-Cl), respectivamente.  

 

 
Figura II 1: Fórmula estrutura da (2E)-1-(3’-aminofenil)-3-(4-clorofenil)-prop-2-en-1-ona. 

 

A configuração trans da dupla ligação foi confirmada pelos valores de acoplamentos J 

15,7 Hz entre Hα (7,48 ppm) e Hβ (7,77 ppm), característico para chalcona na conformação E 

(GEORGIOU et al., 2025; XAVIER et al., 2021). A análise dos prótons aromáticos corrobora 

com as estruturas similares de chalconas reportadas na literatura (DA SILVA et al., 2024; 

FERREIRA et al., 2021). 

Tabela II 1: Dados de RMN de 1H (500 MHz) e de 13C (125 MHz) em (CDCl3), δ ppm, J/Hz 

C δC δH 

1’ 139,5                           - 

2’ 

3’ 

114,6 

147,1 

- 

- 

4’ 119,7 6,93 (dd, J = 7,8 e 1,50 Hz) 
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5’ 129,6 7,32 (d, J = 9,30 Hz) 

6’ 

C=O                   

119,0 

191,0 

7,30 (d, J = 7,15 Hz) 

- 

1 133,8 - 

2/6 129,6 7,60 (d, J = 8,35 Hz) 

3/5 129,4 7,42 (d, J = 8,45 Hz) 

4 136,6 - 

Cα 122,9 7,48 (d, J = 15,70 Hz) 

Cβ 143,2 7,77 (d, J = 15,75 Hz) 

   

 

 
 

Figura II 2: Espectro de RMN de 13C (125 MHz, CDCl3) de (MAAp-ClB). 

Figura II 3: Espectro de RMN de 1H (500 MHz). 
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Dock molecular NorA 

Dentre as conformações geradas pelo AutoDock Vina, selecionou-se para análise a pose 

com menor energia livre de ligação (-1,848 kcal/mol), correspondendo à interação mais 

termodinamicamente favorável entre o ligante e o sítio ativo da proteína. Esta conformação, 

que representa o complexo proteína-ligante de maior estabilidade, está representada na Figura 

4. 

 
Figura II 4: Docking da chalcona 4Cl com a proteína de efluxo NorA. 

Na Figura 5 está ilustrada a uma ponte de hidrogênio, a 2 Å de distância, com a Glu 222 

(seta rosa) e ligações do tipo π-π com o anel aromático da Fenilalanina a uma distância de 1,77 

Å (linha verde). 

 

Figura II 5: Representação das interações moleculares entre a chalcona 4Cl e a proteína de efluxo NorA 
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A Interação da chalcona com o Glu222, considerado pela literatura como um 

aminoácido chave na mediação da resistência a antibióticos (BRAWLEY et al., 2022)sustenta 

o potencial da chalcona 4Cl como inibidor competitivo da bomba de efluxo NorA. 

Docking molecular da proteína MepA 

Para o complexo MepA-chalcona 4Cl, a análise das conformações geradas pelo 

AutoDock Vina revelou uma pose com energia de -8,007 kcal/mol, que foi selecionada para 

este estudo por representar a interação mais termodinamicamente favorável. A conformação 

selecionada está representada na Figura 6. 

 

Figura II 6: Docking da chalcona 4Cl com a proteína de efluxo MepA. 

O docking molecular revelou interações específicas com a proteína MepA, formando 

uma ligação de hidrogênio com o resíduo Tyr 35 (2,21 Å) e uma interação halogênio entre seu 

átomo de cloro e a Met 172 (3,17 Å). Conforme ilustrado na Figura 7, a seta rosa destaca a 

ponte de hidrogênio com a Tirosina 35, enquanto a proximidade entre o cloro e Metionina 172 

caracteriza a interação halogênio, reforçando o potencial de ligação da molécula ao sítio ativo. 
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Figura II 7: Representação das interações moleculares entre a chalcona 4Cl e a proteína de efluxo MepA. 

Considerando que a chalcona 4Cl se ligou às proteínas de efluxo NorA e MepA, 

interagindo com aminoácidos previamente descritos na literatura em estudos que relataram a 

redução da CIM quando associada a moléculas submetidas à docagem, os resultados obtidos 

sugerem que a chalcona 4Cl é um potencial inibidor dessas proteínas. Dessa forma, reforça-se 

a necessidade de aprofundamento dos estudos desta substância por meio de ensaios in vitro. 

 

Estudo ADMET 

O mapa radar do estudo ADMET da Chalcona 4Cl (Figura 8) exibe as principais 

propriedades físico-químicas e farmacocinéticas essenciais para o desenvolvimento de 

fármacos, comparando-as com os limites ideais estabelecidos na literatura. Os parâmetros 

analisados incluem: massa molecular (MW), logP, logS, logD, TPSA, nHD, nHA, nRot, nRing, 

nHet, nRig e fChar. No mapa, os valores calculados para a Chalcona 4Cl são representados em 

dourado, os limites superiores aparecem em azul, e os limites inferiores, em verde (FU et al., 

2024). 
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Figura II 8: Mapa radar (propriedades físico-químicas da Chalcona 4Cl). 

A análise das propriedades físico-químicas da Chalcona 4Cl revela que a molécula 

possui um peso molecular de 257.06, dentro da faixa considerada ideal para candidatos a 

fármacos (100–600). O valor de logP (3.242) indica moderada lipofilicidade, o que pode 

favorecer a permeabilidade através de membranas biológicas, mas também sugere um potencial 

risco de toxicidade, uma vez que valores acima de 3 estão associados a maior probabilidade de 

efeitos adversos(GLEESON; HERSEY; HANNONGBUA, 2011; PALASKA; NEMUTLU, 

2024). A solubilidade aquosa (logS = -4.536) é baixa, o que pode limitar a absorção oral e a 

biodisponibilidade. A área de superfície polar topológica (TPSA = 43.09) está dentro da faixa 

ideal (0–140), indicando boa permeabilidade celular. A flexibilidade molecular (0.214) é 

relativamente baixa, o que pode ser favorável para interações específicas com alvos biológicos, 

mas também pode limitar a adaptabilidade conformacional (GARCÍA JIMÉNEZ et al., 2022; 

GLEESON; HERSEY; HANNONGBUA, 2011). 

Em relação às propriedades de química medicinal, a Chalcona 4Cl apresenta um índice 

de drug-likeness (QED = 0.516) moderado (LIPINSKI et al., 2001), sugerindo que a molécula 

possui características farmacocinéticas aceitáveis, mas não ideais. A molécula segue a regra de 

Lipinski, sem violações, o que é favorável para a absorção oral. No entanto, a regra da Pfizer é 

violada devido ao logP > 3 e TPSA < 75, indicando um potencial risco de toxicidade. A ausência 
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de alertas PAINS é um aspecto positivo, mas a presença de dois alertas ALARM NMR sugere 

que a molécula pode ser reativa com tióis, o que pode levar a toxicidade ou instabilidade 

metabólica (ERTL; ROHDE; SELZER, 2000; LIPINSKI et al., 2001; PALASKA; NEMUTLU, 

2024). 

A avaliação da absorção indica que a Chalcona 4Cl possui baixa permeabilidade em 

modelos de Caco-2 e MDCK, o que pode limitar sua capacidade de atravessar membranas 

celulares. A molécula não é um substrato da glicoproteína P (Pgp-substrato = 0.011), o que é 

favorável para a absorção intestinal. No entanto, a probabilidade de absorção intestinal (HIA = 

0.0) é baixa, sugerindo que a biodisponibilidade oral pode ser limitada. A alta ligação a 

proteínas plasmáticas (PPB = 97.933%) pode reduzir a fração livre da molécula disponível para 

ação terapêutica, enquanto a probabilidade moderada de atravessar a barreira hematoencefálica 

(BBB = 0.66) pode ser relevante dependendo do alvo terapêutico (ARTURSSON; 

KARLSSON, 1991). 

No que diz respeito ao metabolismo, a Chalcona 4Cl apresenta alta probabilidade de 

inibir várias isoformas do citocromo P450 (CYP1A2, CYP2C19, CYP2C9, CYP2D6, CYP3A4, 

CYP2B6 e CYP2C8), o que pode levar a interações medicamentosas significativas (ZANGER; 

SCHWAB, 2013). A estabilidade no microssoma hepático humano (HLM = 0.008) é alta, 

indicando que a molécula não é rapidamente metabolizada no fígado (OBACH, 1999). A 

depuração plasmática (Cl- plasma = 6.839 ml/min/kg) é moderada, e a meia-vida (T1/2 = 0.744 

horas) é curta, o que pode exigir doses frequentes para manter a eficácia terapêutica (ZANGER; 

SCHWAB, 2013). 

A avaliação de toxicidade revela que a Chalcona 4Cl possui uma probabilidade 

moderada de bloquear o canal hERG (0.408 e 0.695), o que pode levar a cardiotoxicidade 

(SANGUINETTI; TRISTANI-FIROUZI, 2006). A molécula também apresenta alta 

probabilidade de mutagenicidade (AMES = 0.704), risco moderado de lesão hepática induzida 

por drogas (DILI = 0.445) e alta probabilidade de neurotoxicidade (0.98) (AMES et al., 1973; 

CHEN et al., 2011; GERA et al., 2024).  

A Chalcona 4Cl apresenta características farmacocinéticas moderadas, com boa 

permeabilidade celular e estabilidade metabólica. No entanto, a molécula possui riscos 

significativos de toxicidade, incluindo cardiotoxicidade, neurotoxicidade, mutagenicidade e 

carcinogenicidade. Além disso, a baixa solubilidade aquosa e a alta ligação a proteínas 

plasmáticas podem limitar sua biodisponibilidade. Recomenda-se a realização de estudos 

adicionais para confirmar os riscos de toxicidade e explorar modificações estruturais que 

possam melhorar o perfil farmacológico e reduzir os efeitos adversos. 
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Avaliação da concentração inibitória mínima (CIM) 

Com relação a atividade antibacteriana direta, não foram observados resultados 

significativos do ponto de vista clínico tendo em vista que a 4Cl apresentou CIM equivalente ≥ 

1024 μg/mL para cepas K2068 e 1199B de Staphylococcus aureus.  

 

Avaliação da inibição de bomba de inibição de bomba de efluxo por redução do CIM do 

antibiótico e do brometo de etídio. 

De acordo com o resultado na Figura 9, a Chalcona 4Cl foi capaz de reduzir a 

concentração inibitória mínima da cepa 1199 na associação com os antibióticos e com o 

brometo de etídio que são substratos para bombas. Quando comparado as cepas 1199 e 1199B, 

foi observado a diferença de comportamento de redução de CIM do antibiótico sendo mais 

evidente na cepa 1199B que superexpressa NorA. 

 
Figura II 9: Avaliação da inibição da bomba de efluxo NorA pela Chalcona 4Cl contra a cepa S. aureus 1199. 
Substância associada ao Norfloxacino (A) e ao EtBr (B). ANOVA unidirecional seguida pelo teste post hoc de 
Tukey. **** p < 0,0001 vs controle de Norfloxacino ou EtBr, na redução da CIM. 

Como observado na figura 10 na associação com o brometo de etídio e com antibiótico, 

a chalcona 4Cl também foi capaz de reduzir a concentração inibitória mínima das cepas 1199B, 

que superexpressa NorA. No entanto, tanto no brometo de etídio como no antibiótico a CIM foi 

reduzido apenas uma vez. Nas associações tanto na 1199 como na 1199B apresentaram menor 

CIM quando associados aos antibióticos. 
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Figura II 10: Avaliação da inibição da bomba de efluxo NorA pela Chalcona 4-Cl contra a cepa S. aureus 1199B. 
Substância associada ao Norfloxacino (A) e ao EtBr (B). ANOVA unidirecional seguida pelo teste post hoc de 
Tukey. **** p < 0,0001 vs controle de Norfloxacino ou EtBr, na redução da CIM. 

É importante destacar que, na associação com a cepa K2068, foram observados os 

melhores resultados de redução da Concentração Inibitória Mínima (CIM) em comparação com 

todas as demais cepas testadas, conforme ilustrado na Figura 11. Nesse caso, houve uma 

redução de três vezes no CIM do antibiótico ciprofloxacina e uma redução de duas vezes no 

CIM quando associado ao brometo de etídio. 

 
Figura I 11: Avaliação da inibição da bomba de efluxo MepA pela Chalcona 4-Cl contra a cepa S. aureus K2068 
. Substância associada à Ciprofloxacina (A) e ao brometo de etídio (EtBr) (B). ANOVA unidirecional seguida pelo 
teste post hoc de Tukey. **** p < 0,0001 vs controle de Ciprofloxacina ou EtBr, na redução da CIM. 

 

Avaliação da inibição de bombas de efluxo NorA e MepA por medição da fluorescência 

do EtBr 

Foi observado que para a cepa 1199B de S. aureus a Chalcona 4Cl avaliada nas 

concentrações de  200 e 100 μg/mL aumentou significativamente em 736,3% e 137,3%, 

respectivamente, a fluorescência do EtBr em relação ao controle negativo. Enquanto frente a S. 

aureus K2068 a Chalcona 4Cl nas concentrações de 200 e 100 μg/mL aumentou 
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respectivamente em 234,8% e 163,6% a fluorescência do EtBr em relação ao controle negativo. 

Resultado significante também foi observado pelo inibidor padrão de bombas de efluxo, CCCP, 

que aumentou a fluorescência em 76,1% e 33,6%, respectivamente, para as cepas 1199B e 

K2068 (Figura 12A e 12B).  

 
 

 
Figura II 12: Avaliação da inibição das bombas de efluxo NorA e MepA pela Chalcona 4-Cl nas concentrações 
de 200 µg/mL e 100 µg/mL. A avaliação foi realizada medindo a fluorescência de brometo de etídio (EtBr) em S. 
aureus 1199B (A) e S. aureus K2068 (B). Os resultados são expressos como intensidade média de fluorescência, 
**** = p < 0,0001 vs EtBr. 

 

Avaliação do aumento da permeabilidade de membrana bacteriana  

Observou-se que a Chalcona 4Cl nas concentrações de 200 e 100 μg/mL aumentou 

significativamente a intensidade de fluorescência do SYTOX Green em 70% e 76% 

respectivamente em comparação ao controle negativo, na cepa S. aureus 1199B. Na cepa S. 
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aureus K2068 esse aumento foi de 855% e 275% para Chalcona 4Cl nas concentrações de 200 

e 100 μg/mL, respectivamente. O controle positivo polimixina B também aumentou 

significativamente a intensidade de fluorescência em 78,7% na cepa S. aureus 1199B e 38,5% 

em S. aureus K2068 (Figura 13A e 13B).  

 
 

 
Figura II 13: Avaliação da ação da Chalcona 4-Cl nas concentrações de 200 µg/mL e 100 µg/mL sobre a 
permeabilidade da membrana bacteriana de S. aureus 1199B (A) e S. aureus K2068 (B). **** p < 0,0001 vs Sytox 
Green. Os resultados são expressos como intensidade média de fluorescência. 
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O SYTOX Green é um corante fluorescente que não penetra em membranas celulares 

intactas, mas se intercala ao DNA quando atravessa membranas danificadas, e como 

consequência emite fluorescência. O aumento da permeabilidade da membrana bacteriana ou 

danos na membrana pode ser causado por algumas classes de antibióticos como polimixina B, 

casando altos picos altos de fluorescência em relação a células não desafiadas com antibiótico 

(JOHNSON; CRISS, 2013; MCKENZIE et al., 2016). Os dados obtidos no presente estudo 

indicam que o Chalcona 4Cl atua no aumento da permeabilidade da membrana nas cepas de S. 

aureus, indicando que esse é um dos mecanismos de ação envolvidos na atividade da chalcona. 

Discussão 

As chalconas constituem uma classe de compostos bioativos pertencentes aos 

flavonoides, estruturalmente caracterizadas por dois anéis aromáticos unidos por uma cadeia α, 

β-insaturada de três carbonos com uma ligação dupla conjugada (Ferreira et al., 2018). Esses 

compostos podem ser obtidos a partir de fontes naturais ou sintetizados por meio de reações de 

condensação aldólica entre aldeídos e cetonas aromáticas, sendo posteriormente caracterizados 

por técnicas espectroscópicas como ressonância magnética nuclear de 1H e 13C (RMN), 

espectrometria de massas (MS) e espectroscopia no infravermelho por transformada de Fourier 

(FTIR) (FREITAS et al., 2021; TEMPONE et al., 2022). A versatilidade estrutural das 

chalconas permite a introdução de diferentes grupos substituintes nos anéis aromáticos, o que 

amplia sua diversidade química e favorece uma gama expressiva de atividades biológicas 

(ALVES BORGES LEAL et al., 2021; KUTTITHODI et al., 2022; ROCHA et al., 2021), 

incluindo propriedades antibacterianas e potencial de modular a ação de antibióticos (DOS 

SANTOS et al., 2023; FERRAZ et al., 2020). 

Com relação a chalcona 4Cl do presente estudo, como mencionado anteriormente não 

apresentou atividade direta com cepas de S. aureus 1199, 1999B e K2068, mas mostraram 

capacidade de inibir a bomba de efluxo. Portanto, essa primeira característica a qualifica como 

substância dotada com uma das características essenciais para os inibidores ideais de bomba de 

efluxo, tendo em vista que a ausência de atividade direta é necessária para um bom inibidor de 

bomba de efluxo, de modo que tal ação resulta em prevenir o possível desenvolvimento de 

resistência a um novo inibidor (WANG; VENTER; MA, 2016). 

A capacidade de inibir a bomba de efluxo em cepas bacterianas pode ser avaliada por 

diversos meios, desde as preliminares aos mais conclusivos e detalhados (TINTINO et al., 

2020). No presente estudo estes diferentes métodos foram aplicados, obtendo-se resultados que 

corroboram entre si.  
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Durante a triagem por docking molecular, identificou-se afinidade da chalcona 4Cl com 

sítios funcionais de proteínas de efluxo. No complexo com a NorA, a energia de ligação 

calculada foi de −7,926 kcal/mol, mediada por interações eletrostáticas, pontes de hidrogênio e 

forças hidrofóbicas. Destacou-se a interação com o resíduo Glu222, a distância inferior a 4 Å, 

crítico para o mecanismo de efluxo (BRAWLEY et al., 2022). A Interação com a proteína 

MepA também sugeriu viabilidade no uso da chalcona 4Cl, aminoácidos citados em outros 

estudos, como a Tyr35 e Asn39 (ALVES BORGES LEAL et al., 2021; BENTO et al., 2024; 

FREITAS et al., 2021; REZENDE-JÚNIOR et al., 2020), também se ligaram a 4Cl com 

distâncias de 2,21 Å. 

No ensaio de associação com antibióticos, considerado um método preliminar, a 

redução da concentração inibitória mínima (CIM) dos antimicrobianos em cepas que expressam 

bombas de efluxo com substrato conhecido é um dos primeiros indicativos da atividade 

inibitória sobre essas bombas. No presente estudo, a chalcona 4Cl demonstrou essa capacidade, 

promovendo a redução da CIM de diferentes antibióticos, conforme observado nos resultados. 

Destaca-se, especialmente, a maior expressividade desse efeito na cepa que superexpressa a 

bomba NorA. Além disso, o controle positivo (CCCP), um inibidor clássico de bomba de 

efluxo, também foi capaz de reduzir a CIM em todas as cepas testadas (FERRAZ et al., 2020; 

ROCHA et al., 2021, 2023). 

É importante destacar que a redução do brometo de etídio é outro indício ainda mais 

conclusivo de inibição de bomba de efluxo, tendo em vista que sabe-se  que o brometo de etídio 

é substrato das bombas de efluxo, para vários tipos de bombas de efluxo, devido a uma 

adaptação a toxicidade do brometo de etídio (EtBr) pelas células bacterianas (PAIXÃO et al., 

2009; STAVRI; PIDDOCK; GIBBONS, 2007; TINTINO et al., 2016). Neste estudo foi 

observado a redução do CIM brometo nas duas cepas portadoras de NorA (1199 e 1199B), 

assim como na cepa K2068, portadora de MepA. É importante ressaltar que a acumulação final 

do brometo de etídio no interior celular e consequente da inibição da bomba de efluxo pode ser 

verificada pelo ensaio de emissão de fluorescência do EtBr (MARTINS et al., 2013; PAL et al., 

2020). 

De modo que o EtBr é conhecido por ser um corante intercalante de DNA, que emite 

fluorescência, tendo uma relação direta dessa fluorescência a quantidade de moléculas ligadas 

ao DNA (MARTINS et al., 2013). Portanto, ao não realizar a extrusão do EtBr, ele se acumula 

na célula e se intercala com o DNA, por ter uma alta afinidade com ele. Tal situação ocorre 

quando uma bomba de efluxo é inibida por qualquer substância, aumentando a concentração de 

EtBr intracelular passível de intercalação ao DNA. Como consequência, maior fluorescência é 
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emitida nos grupos de bactérias submetidos a substâncias inibidoras de bombas de efluxo, como 

o próprio CCCP controle (BLAIR; PIDDOCK, 2016; GIBBONS; OLUWATUYI; KAATZ, 

2003; MARKHAM et al., 1999). Os resultados obtidos no presente estudo mostram aumento 

expressivo e significativo da fluorescência causado pela Chalcona 4Cl indicando que essa 

substância pode ter inibido as bombas de efluxo NorA e MepA. 

Como nas proteínas transmembranares presentes nas células eucarióticas, as proteínas 

de transmembranas de células bacterianas também são funcionalmente dependentes da 

estabilidade, integridade e fluidez de membrana, e quando há qualquer alteração nas membranas 

essas proteínas podem ter seu funcionamento alternado (LEE; MICHELANGELI; EAST, 

1989). Conforme vimos anteriormente a presença a chalcona 4Cl provoca alterações na 

permeabilidade da membrana, e sabe-se que alteração na permeabilidade pode resultar em 

desregulação do funcionamento de proteínas integradas a membrana, já que estas precisam de 

membranas estáveis e fluidas para o seu bom funcionamento (KRISHNAMURTHY; PRASAD, 

1999). Portanto a chalcona 4Cl poderia, está alterando o funcionamento das bombas de efluxo 

NorA e MepA também de modo indireto. 

Há indícios na literatura que as chalconas e seus derivados podem apresentar ação sobre 

os mecanismos de resistência bacteriana, com a possibilidade de atuarem envolvendo 

permeabilidade de membrana, fluorescência e inibição de bombas de efluxo. No artigo de 

Tempone et al. (2022), a chalcona derivada r4MB foi avaliada quanto à sua capacidade de 

alterar a permeabilidade da membrana de Enterococcus faecalis resistente à vancomicina. 

Utilizando o corante fluorescente SYTOX Green, os autores observaram um aumento 

significativo na fluorescência após 6 minutos de incubação com o composto, indicando rápida 

permeabilização da membrana bacteriana. Além disso, análises de microscopia de fluorescência 

confirmaram a penetração do corante nas células tratadas, corroborando os resultados 

espectrofluorimétricos.  

Em outro estudo, Freitas et al. (2021)  investigaram a inibição das bombas de efluxo 

NorA e MepA em Staphylococcus aureus utilizando ensaios de acúmulo de brometo de etídio 

(EtBr) com quatro chalconas distintas. Assim como a chalcona 4Cl, as chalconas avaliadas no 

estudo apresentavam halogênios (flúor ou cloro) no anel aromático B, não exibiram atividade 

antibacteriana direta contra cepas resistentes e demonstraram resultados in silico semelhantes. 

Os autores observaram que essas chalconas aumentaram significativamente a retenção de EtBr 

nas células bacterianas, indicando inibição das bombas de efluxo. Esse efeito foi corroborado 

por ensaios de redução das concentrações inibitórias mínimas (CIMs) de ciprofloxacina e EtBr. 
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No entanto, a chalcona 4Cl demonstrou maior eficácia em comparação com os compostos 

estudados por Freitas e colaboradores (2021). 

Em um estudo complementar, Siqueira et al. (2021) avaliaram chalconas 

estruturalmente análogas, incluindo uma molécula muito semelhante à chalcona 4Cl, contra as 

mesmas cepas do presente estudo. A principal diferença entre elas reside na posição do grupo 

amina: enquanto na chalcona de Siqueira et al. (2021) esse grupo está ligado ao carbono 4' do 

anel A, na chalcona 4Cl, ele está posicionado no carbono 3' do mesmo anel, mas essas 

diferenças não afetaram muito a atividade das chalconas aqui comparadas. Como no presente 

estudo, esta também não apresentou atividade direta. E também mostrou atividade 

antibacteriana indireta por reduzir a CIM das mesmas cepas, tanto associando ao antibiótico 

como ao brometo de etídeo (SIQUEIRA et al., 2021), todavia pode-se deduzir que contribuíram 

para a inibição das bombas NorA e MepA como a 4Cl. 

Portanto, os achados reforçam o potencial das chalconas como agentes adjuvantes de 

antibióticos, capazes de interferir em mecanismos de resistência bacteriana por meio da inibição 

direta das bombas de efluxo ou, indiretamente, pela modulação da permeabilidade da 

membrana.  

 

Conclusão 

Este estudo comprovou o potencial da chalcona 4Cl como inibidora das bombas de 

efluxo NorA e MepA em Staphylococcus aureus, com confirmação in silico e in vitro. A síntese 

do composto foi validada por RMN, e o docking molecular evidenciou afinidade por resíduos-

chave (ex.: Glu222 na NorA; Tyr35/Asn39 na MepA), concordando com literatura prévia. 

Embora a 4Cl não apresente atividade antibacteriana direta, ela demonstrou sinergia 

com antibióticos, reduzindo a CIM em cepas resistentes (SA 1199B e SA K2068). Os ensaios 

de fluorescência confirmaram seu efeito inibitório, com aumento significativo da retenção de 

EtBr, superando o inibidor padrão CCCP. O incremento na fluorescência do SYTOX Green 

sugere ação adicional na membrana bacteriana. 

Apesar do potencial, análises ADMET alertam para toxicidade, sugerindo estudos 

futuros: avaliação in vivo de eficácia, farmacocinética e toxicidade; modificações estruturais 

para reduzir efeitos adversos sem perder atividade. Essas estratégias podem viabilizar a 4Cl 

como adjuvante seguro contra resistência mediada por efluxo em S. aureus. 
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5 CONSIDERAÇÕES FINAIS  

5.1 ASPECTOS GERAIS DA PRODUÇÃO CIENTÍFICA 

Durante o Doutorado em Química Biológica na Universidade Regional do Cariri 

(URCA), a aplicação sistemática de técnicas experimentais avançadas e a consolidação de 

conceitos científicos permitiram desenvolver a pesquisa, estruturada em dois capítulos 

experimentais, uniu abordagens in silico e in vitro para avaliar o desempenho de dois análogos 

estruturais, a chalcona 4Cl (CPA4Cl) e a aminochalcona CMA4DMA, frente a cepas 

multirresistentes de Staphylococcus aureus. 

O Capítulo I abordou a síntese, caracterização e avaliação da chalcona 4Cl, enquanto o 

Capítulo II ampliou a investigação com a CMA4DMA, uma molécula modificada 

estruturalmente pela introdução de um grupo dimetilamino, com o objetivo de otimizar 

propriedades eletrônicas e farmacocinéticas. 

Ambos os compostos foram obtidos com alto grau de pureza e confirmados por RMN, 

FTIR e HPLC. Ensaios de docagem molecular demonstraram que tanto a 4Cl quanto a 

CMA4DMA interagem com resíduos críticos das bombas de efluxo NorA e MepA, como 

Glu222, Tyr35 e Asn39, sugerindo afinidade e potencial inibitório comparável ao inibidor 

padrão CCCP. No entanto, diferenças relevantes foram observadas nas propriedades 

farmacocinéticas e na resposta microbiológica dos compostos. 

Enquanto a 4Cl apresentou melhor estabilidade metabólica e perfil farmacocinético 

favorável, a CMA4DMA revelou maior afinidade molecular com NorA, mas também maior 

susceptibilidade à depuração hepática e possível toxicidade, segundo as predições ADMET. 

Essas diferenças evidenciam o impacto das modificações químicas sobre a biodisponibilidade 

e segurança dos compostos. 

 

5.2 CONCLUSÕES GERAIS 

A descrição detalhada do processo de síntese da 3-aminochalcona-4-clorobenzaldeído 

(chalcona 4Cl) evidenciou a eficiência da rota de condensação aldólica de Claisen-Schmidt em 

meio básico, resultando em produto de alta pureza (99,9%), confirmada por análises 

espectroscópicas e cromatográficas. Essa etapa consolidou a reprodutibilidade da metodologia 

sintética e forneceu base sólida para os ensaios subsequentes. 
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Os estudos de docking molecular realizados com as bombas NorA e MepA permitiram 

compreender os modos de interação das chalconas com resíduos críticos de cada proteína, 

revelando afinidades favoráveis e interações estáveis com resíduos cataliticamente relevantes, 

como Glu222 (NorA) e Tyr35/Asn39 (MepA). Esses achados sustentam a hipótese de que as 

chalconas atuam como potenciais inibidoras de efluxo. 

As análises in silico de propriedades físico-químicas e farmacocinéticas (ADMET) 

confirmaram que os compostos apresentam características compatíveis com moléculas 

bioativas, destacando boa absorção intestinal e adequada permeabilidade de membrana, ainda 

que alertas de cardiotoxicidade e mutagenicidade apontem a necessidade de otimizações 

estruturais antes de aplicações terapêuticas mais amplas. 

A determinação da Concentração Inibitória Mínima (CIM) confirmou a ausência de 

atividade antibacteriana direta das chalconas frente às cepas testadas (CIM ≥ 1024 µg/mL), mas 

os ensaios de modulação da resistência demonstraram expressiva redução das CIMs de 

antibióticos (como norfloxacina e ciprofloxacina) na presença dos compostos, sinalizando ação 

sinérgica e possível inibição das bombas de efluxo. 

Os experimentos de modificação da CIM do brometo de etídio (EtBr) e os ensaios de 

fluorescência confirmaram o aumento do acúmulo intracelular do corante, corroborando a 

interferência direta das chalconas no transporte ativo de substratos pelas proteínas NorA e 

MepA. Da mesma forma, a análise da permeabilidade de membrana com o corante SYTOX 

Green revelou alterações significativas na integridade celular, o que pode contribuir 

adicionalmente para a retenção intracelular de antimicrobianos. 

Comparando os resultados das chalconas verifica-se que: A chalcona 4Cl mostrou maior 

estabilidade química e farmacocinética, além de inibir simultaneamente as bombas NorA e 

MepA, com incremento de fluorescência de EtBr e SYTOX Green indicando ação combinada 

sobre efluxo e permeabilidade de membrana; A aminochalcona CMA4DMA, por sua vez, 

demonstrou afinidade molecular superior com NorA e redução expressiva da CIM de 

antibióticos em cepas superexpressoras dessa bomba, confirmando ação específica, embora 

com risco toxicológico mais elevado. 

Em conjunto, os resultados corroboram a hipótese de que modificações eletrônicas no 

anel aromático influenciam diretamente o desempenho inibitório das chalconas, modulando 

tanto a interação com proteínas de transporte quanto o perfil farmacocinético. Assim, a 

CMA4DMA representa um avanço racional em relação à 4Cl em termos de afinidade 

molecular, mas a 4Cl mantém vantagem quanto à estabilidade e segurança preditas.  
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Em síntese, os resultados obtidos ao longo deste trabalho consolidam o papel das 

chalconas CMA4DMA e 4Cl como moléculas promissoras no desenvolvimento de adjuvantes 

terapêuticos voltados à restauração da eficácia de antibióticos frente a cepas multirresistentes 

de Staphylococcus aureus. Ao mesmo tempo, a convergência entre as abordagens in silico e in 

vitro reforça a validade metodológica do estudo e fornece subsídios para futuras investigações 

in vivo voltadas à otimização estrutural e avaliação de segurança dos compostos sintetizados. 

Tais resultados permitem concluir que ambas as chalconas são promissoras como adjuvantes 

antimicrobianos, capazes de modular a resistência bacteriana mediada por efluxo. 

 

5.3 PERSPECTIVAS DE INVESTIGAÇÕES FUTURAS 

As perspectivas para investigações futuras incluem a realização de ensaios in vivo em 

modelos animais de infecção por Staphylococcus aureus, com o objetivo de validar a eficácia 

antimicrobiana e a capacidade moduladora das chalconas sobre as bombas de efluxo NorA e 

MepA. Adicionalmente, recomenda-se a avaliação do perfil farmacocinético e toxicológico 

desses compostos por meio de estudos de absorção, distribuição, metabolismo e excreção, bem 

como a aplicação de testes de citotoxicidade e genotoxicidade em linhagens celulares humanas 

para assegurar sua segurança biológica.  

A otimização estrutural das chalconas também se mostra necessária, visando à obtenção 

de derivados com melhor solubilidade aquosa, menor lipofilicidade e manutenção da afinidade 

por alvos bacterianos, o que pode ser conduzido com base em abordagens de modelagem 

molecular, QSAR e dinâmica molecular. Ensaios complementares devem explorar o potencial 

sinérgico das chalconas em associação com diferentes classes de antibióticos, incluindo 

macrolídeos, tetraciclinas e β-lactâmicos, além da análise de seus efeitos sobre a formação e a 

integridade de biofilmes bacterianos.  

Estudos de expressão gênica por RT-qPCR e simulações estruturais de alta resolução, 

como criomicroscopia eletrônica (cryo-EM), poderão elucidar com maior precisão os 

mecanismos moleculares envolvidos na inibição das bombas de efluxo. Propõe-se ainda 

expandir o espectro de investigação para outras espécies patogênicas portadoras de bombas 

homólogas, como Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa e Enterococcus faecium, bem 

como testar o desempenho das chalconas frente a cepas clínicas multirresistentes isoladas de 

ambientes hospitalares.  

Por fim, estudos voltados ao desenvolvimento de nanoformulações e sistemas de 

liberação controlada poderão contribuir para aprimorar a estabilidade, a biodisponibilidade e o 
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potencial terapêutico dessas moléculas, abrindo caminho para futuras aplicações translacionais 

e a possibilidade de registro de propriedade intelectual. 
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7 ANEXOS e APÊNDICES 

APÊNDICE A: Relatório completo da análise ADMET 

 

 

Nc1cccc(C(=O)/C=C/c2ccc(Cl)cc2)c1 
 

1. Physicochemical Property 
 

Property Value Comment 

Molecular Weight 257.06 Contain hydrogen atoms. Optimal:100~600 

Volume 264.79 Van der Waals volume 

Density 0.971 Density = MW / Volume 

nHA 2.0 Number of hydrogen bond acceptors. Optimal:0~12 

nHD 2.0 Number of hydrogen bond donors. Optimal:0~7 

nRot 3.0 Number of rotatable bonds. Optimal:0~11 

nRing 2.0 Number of rings. Optimal:0~6 

MaxRing 6.0 Number of atoms in the biggest ring. Optimal:0~18 

nHet 3.0 Number of heteroatoms. Optimal:1~15 

fChar 0.0 Formal charge. Optimal:-4 ~4 

nRig 14.0 Number of rigid bonds. Optimal:0~30 

Flexibility 0.214 Flexibility = nRot /nRig 

Stereo Centers 0.0 Stereo Centers. Optimal:  2 

TPSA 43.09 Topological Polar Surface Area. Optimal:0~140 

logS -4.454 The logarithm of aqueous solubility value. 

logP 3.199 
The logarithm of the n-octanol/water distribution 
coefficients at pH=7.4. 

logD 3.16 
The logarithm of the n-octanol/water distribution 
coefficient. 

pka (Acid) 9.758 
Acid-base dissociation constant (pKa) value represents 
the strength of a drug molecule's acidity or basicity. 

pka (Base) 3.568 
Acid-base dissociation constant (pKa) value represents 
the strength of a drug molecule's acidity or basicity. 

 
Melting point 

 
124.286 

The predicted melting point of a compound is expressed in 
degrees Celsius (°C). 
Melting points below 25°C are classified as liquids, while 
melting points above 25°C are classified as solids. 

 
Boiling point 

 
336.04 

The predicted melting point of a compound is expressed in 
degrees Celsius (°C). 
A normal boiling point below 25°C is categorized as a gas. 
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2. Medicinal Chemistry 
 

Property Value Decision Comment 

 

 
QED 

 

 
0.516 

 

 
● 

■ A measure of drug-likeness based on the 
concept of desirability; 
■ Attractive: > 0.67; 
■ unattractive: 0.49~0.67; 
■ too complex: < 0.34 

 
GASA 

 
0.0 

 
● 

■ ES: Easy to synthesize; HS: Hard to synthesize; 
■ The output value represents the probability of 
being difficult to synthesize, ranging from 0 to 1. 

 
Synth 

 
1.0 

 
● 

■ Synthetic accessibility score is designed to 
estimate ease of synthesis of drug-like molecules. 
■ SAscore  6, difficult to synthesize; SAscore <6, 
easy to synthesize 

 
Fsp3 

 
0.0 

 
● 

■ The number of sp3 hybridized carbons / total 
carbon count, correlating with melting point and 
solubility. 
■ Fsp3 

0.42 is considered a suitable value. 

 
MCE-18 

 
11.0 

 
● 

■ MCE-18 stands for medicinal chemistry 
evolution. 
■ MCE-1845 is considered a suitable value. 

 
NPscore 

 
-0.575 

 
- 

■ Natural product-likeness score. 
■ This score is typically in the range from -5 to 5. 
■ The higher the score is, the higher the 
probability is that the molecule is a NP. 

 
Lipinski Rule 

 
0.0 

 
● 

■ MW  500; logP  5; Hacc  10; Hdon  5 
■ If two properties are out of range, a poor 
absorption or permeability is possible, one is 
acceptable. 

 
Pfizer Rule 

 
1.0 

 
● 

■ logP > 3; TPSA < 75 
■ Compounds with a high log P (>3) and low 
TPSA (<75) are likely to be toxic. 

 
GSK Rule 

 
0.0 

 
● 

■ MW  400; logP  4 
■ Compounds satisfying the GSK rule may have a 
more favorable ADMET profile 

Golden 
Triangle 

 
0.0 

 
● 

■ 200  MW  500; -2  logD  5 
■ Compounds satisfying the Golden Triangle rule 
may have a more favorable ADMET profile. 

 
PAINS 

 
0 alerts 

 
- 

frequent hitters, Alpha-screen artifacts and 
reactive compound 480 substructures (J Med 
Chem 201053:2719-40) 

ALARM NMR 2 alerts - Thiol reactive compounds. 

BMS 0 alerts - 
undesirable, reactive compounds 176 
substructures (J Chem Inf Model 200646:1060-8) 

Chelator Rule 0 alerts - Chelating compounds. 
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Colloidal 
aggregators 

 
1.0 

 
- 

■ Category 0: non-colloidal aggregators; 
■ Category 1: colloidal aggregators. 
■ The output value is the probability of being 
colloidal aggregators, within the range of 0 to 1. 

 

 
FLuc inhibitors 

 
1.0 

 
● 

■ Category 0: non-fLuc inhibitors; 
■ Category 1: fLuc inhibitors. 
■ The output value is the probability of being fLuc 
inhibitors, within the range of 0 to 1. 

 
Blue 
fluorescence 

 
0.312 

 
● 

■ Category 0: non-blue fluorescence; 
■ Category 1: blue fluorescence. 
■ The output value is the probability of being blue 
fluorescence, within the range of 0 to 1. 

 
Green 
fluorescence 

 
0.868 

 
● 

■ Category 0: non-green fluorescence; 
■ Category 1: green fluorescence. 
■ The output value is the probability of being 
green fluorescence, within the range of 0 to 1. 

 
Reactive 
compounds 

 
0.902 

 
● 

■ Category 0: non-reactive compound; 
■ Category 1: reactive compound. 
■ The output value is the probability of being 
reactive compound, within the range of 0 to 1. 

 
Promiscuous 
compounds 

 

 
0.302 

 

 
● 

■ Category 0: non-promiscuous compound; 
■ Category 1: promiscuous compound. 
■ The output value is the probability of being 
promiscuous compound, within the range of 0 to 
1. 

3. Absorption 
 

Property Value Decision Comment 

Caco-2 
Permeability 

-4.642 ● Optimal: higher than -5.15 Log unit 

MDCK 
Permeability 

 
-4.763 

 
● 

■ low permeability: < 2 × 10-6 cm/s 
■ medium permeability: 2-20 × 10-6 cm/s 
■ high passive permeability: > 20 × 10-6 cm/s 

 

 
PAMPA 

 

 
0.067 

 

 
● 

■ The experimental data for Peff was logarithmically 
transformed (logPeff). 
■ Molecules with log Peff values below 2.0 were 
classified as low-permeability (Category 0), while 
those with log Peff values exceeding 2.5 were 
classified as high-permeability (Category 1). 

 
Pgp-inhibitor 

 
0.978 

 
● 

■ Category 1: Inhibitor; 
■ Category 0: Non-inhibitor; 
■ The output value is the probability of being 
Pgp-inhibitor 

 
Pgp-substrate 

 
0.004 

 
● 

■ Category 1: substrate; 
■ Category 0: Non-substrate; 
■ The output value is the probability of being 
Pgp-substrate 
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HIA 

 
0.0 

 
● 

■ Human Intestinal Absorption 
■ Category 1: HIA+( HIA < 30%); 
■ Category 0: HIA-( HIA >= 30%); 
■ The output value is the probability of being HIA+ 

 

 
F

20% 

 

 
0.014 

 

 
● 

■ 20% Bioavailability 
■ Category 1: F 20% + (bioavailability < 20%); 
■ Category 0: F 20% - (bioavailability  20%); 
■ The output value is the probability of being F 20% 
+ 

 

 
F

30% 

 

 
0.074 

 

 
● 

■ 30% Bioavailability 
■ Category 1: F 30% + (bioavailability < 30%); 
■ Category 0: F 30% - (bioavailability  30%); 
■ The output value is the probability of being F 30% 
+ 

 

 
F

50% 

 

 
0.132 

 

 
● 

■ 50% Bioavailability 
■ Category 1: F 50% + (bioavailability < 50%); 
■ Category 0: F 50% - (bioavailability  50%); 
■ The output value is the probability of being F 50% 
+ 

4. Distribution 
 

Property Value Decision Comment 

 
PPB 

 
98.287 

 
● 

■ Plasma Protein Binding 
Optimal: < 90%. 
■ Drugs with high protein-bound may have a low 
therapeutic index. 

VDss -0.101 ● 
■ Volume Distribution 
■ Optimal: 0.04-20L/kg 

 
BBB 

 
0.563 

 
● 

■ Blood-Brain Barrier Penetration 
■ Category 1: BBB+; Category 0: BBB-; 
■ The output value is the probability of being BBB+ 

Fu 1.317 ● 
■ The fraction unbound in plasms 
■ Low: <5%; Middle: 5~20%; High: > 20% 

OATP1B1 
inhibitor 

 
0.978 

 
● 

■ Category 0: Non-inhibitor; Category 1: inhibitor. 
■ The output value is the probability of being 
inhibitor, within the range of 0 to 1. 

OATP1B3 
inhibitor 

 
0.999 

 
● 

■ Category 0: Non-inhibitor; Category 1: inhibitor. 
■ The output value is the probability of being 
inhibitor, within the range of 0 to 1. 

BCRP 
inhibitor 

 
0.048 

 
● 

■ Category 0: Non-inhibitor; Category 1: inhibitor. 
■ The output value is the probability of being 
inhibitor, within the range of 0 to 1. 

MRP1 
inhibitor 

 
0.005 

 
● 

■ Category 0: Non-inhibitor; Category 1: inhibitor. 
■ The output value is the probability of being 
inhibitor, within the range of 0 to 1. 

5. Metabolism 
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Property Value Decision Comment 

CYP1A2 
inhibitor 

 
1.0 

 
● 

■ Category 1: Inhibitor; Category 0: Non-inhibitor; 
■ The output value is the probability of being 
inhibitor. 

CYP1A2 
substrate 

 
0.0 

 
● 

■ Category 1: Substrate; Category 0: Non-substrate; 
■ The output value is the probability of being 
substrate. 

CYP2C19 
inhibitor 

 
1.0 

 
● 

■ Category 1: Inhibitor; Category 0: Non-inhibitor; 
■ The output value is the probability of being 
inhibitor. 

CYP2C19 
substrate 

 
0.0 

 
● 

■ Category 1: Substrate; Category 0: Non-substrate; 
■ The output value is the probability of being 
substrate. 

CYP2C9 
inhibitor 

 
1.0 

 
● 

■ Category 1: Inhibitor; Category 0: Non-inhibitor; 
■ The output value is the probability of being 
inhibitor. 

CYP2C9 
substrate 

 
0.002 

 
● 

■ Category 1: Substrate; Category 0: Non-substrate; 
■ The output value is the probability of being 
substrate. 

CYP2D6 
inhibitor 

 
0.96 

 
● 

■ Category 1: Inhibitor; Category 0: Non-inhibitor; 
■ The output value is the probability of being 
inhibitor. 

CYP2D6 
substrate 

 
0.047 

 
● 

■ Category 1: Substrate; Category 0: Non-substrate; 
■ The output value is the probability of being 
substrate. 

CYP3A4 
inhibitor 

 
0.141 

 
● 

■ Category 1: Inhibitor; Category 0: Non-inhibitor; 
■ The output value is the probability of being 
inhibitor. 

CYP3A4 
substrate 

 
0.0 

 
● 

■ Category 1: Substrate; Category 0: Non-substrate; 
■ The output value is the probability of being 
substrate. 

CYP2B6 
inhibitor 

 
1.0 

 
● 

■ Category 1: Inhibitor; Category 0: Non-inhibitor; 
■ The output value is the probability of being 
inhibitor. 

CYP2B6 
substrate 

 
0.0 

 
● 

■ Category 1: Substrate; Category 0: Non-substrate; 
■ The output value is the probability of being 
substrate. 

CYP2C8 
inhibitor 

 
1.0 

 
● 

■ Category 1: Inhibitor; Category 0: Non-inhibitor; 
■ The output value is the probability of being 
inhibitor. 

 

 
HLM 
Stability 

 

 
0.005 

 

 
● 

■ human liver microsomal (HLM) stability 
■ Category 0: stable+ (HLM > 30 min); Category 1: 
unstable- ( HLM  30 min). The output value is the 
probability of human liver microsomal instability, 
where a value closer to 1 indicates a higher likelihood 
of instability. The range is between 0 and 1. 

6. Excretion 
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Property Value Decision Comment 

 

 
CL

plasma 

 
9.66 

 
● 

■ The unit of predicted CLplasma penetration is 
ml/min/kg. >15 ml/min/kg: high clearance; 5-15 
ml/min/kg: moderate clearance; < 5 ml/min/kg: low 
clearance. 

 

 
T

1/2 

 

 
0.649 

 

 
● 

■ The unit of predicted T1/2 is hours. 
■ ultra-short half-life drugs: 1/2 < 1 hour; short 
half-life drugs: T1/2 between 1-4 hours; intermediate 
short half-life drugs: T1/2 between 4-8 hours; long 
half-life drugs: T1/2 > 8 hours. 

7. Toxicity 
 

Property Value Decision Comment 
 

 
hERG 
Blockers 

 
 

 
0.372 

 
 

 
● 

■ Molecules with IC50 10M or 50% inhibition at 
10 M were classified as hERG+ (Category 1), 
■ while molecules with IC50 >10M or < 50% 
inhibition at 10M were classified as hERG - 
(Category 0). 
■ The output value is the probability of being hERG+, 
within the range of 0 to 1. 

 
hERG 
Blockers 
(10um) 

 

 
0.625 

 

 
● 

■ Molecules with IC50 10 M are classified as 
hERG+ (Category 1), 
■ and molecules with IC50 > 10M are classified as 
hERG- (Category 0). 
■ The output value is the probability of being hERG+, 
within the range of 0 to 1. 

 
DILI 

 
0.742 

 
● 

■ Drug Induced Liver Injury. 
■ Category 1: drugs with a high risk of DILI; 
■ Category 0: drugs with no risk of DILI. 
■ The output value is the probability of being toxic. 

 
AMES Muta 
genicity 

 
0.544 

 
● 

■ AMES Toxicity 
■ Category 1: Ames positive(+); 
■ Category 0: Ames negative(-); 
■ The output value is the probability of being toxic. 

 
Rat Oral 
Acute 
Toxicity 

 

 
0.218 

 

 
● 

■ Rat Oral Acute Toxicity. 
■ Category 0: low-toxicity, > 500 mg/kg; 
■ Category 1: high-toxicity; < 500 mg/kg. 
■ The output value is the probability of being toxic, 
within the range of 0 to 1. 

 
FDAMDD 

 
0.343 

 
● 

■ FDA Maximum (Recommended) Daily Dose. 
■ Category 1: FDAMDD (+); 
■ Category 0: FDAMDD (-); 
The output value is the probability of being positive. 

 
Skin Sensiti 
zation 

 
0.88 

 
● 

■ Category 1: Sensitizer; 
■ Category 0: Non-sensitizer. 
■ The output value is the probability of being toxic, 
within the range of 0 to 1. 
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Carcinogeni 
city 

 
0.33 

 
● 

■ Category 1: carcinogens; 
■ Category 0: non-carcinogens; 
■ The output value is the probability of being toxic. 

 
Eye 
Corrosion 

 

 
0.109 

 

 
● 

■ Eye Corrosion 
■ Category 1: corrosives; 
Category 0: noncorrosives; 
■ The output value is the probability of being 
corrosives. 

 
Eye 
Irritation 

 
0.984 

 
● 

■ Eye Irritation 
■ Category 1: irritants; 
Category 0: nonirritants; 
■ The output value is the probability of being irritants. 

 
Respiratory 

 
0.689 

 
● 

■ Category 1: respiratory toxicants; 
■ Category 0: non-respiratory toxicants. 
■ The output value is the probability of being toxic, 
within the range of 0 to 1. 

 
Human Hep 
atotoxicity 

 
0.514 

 
● 

■ Human Hepatotoxicity 
■ Category 1: H-HT positive(+); 
■ Category 0: H-HT negative(-); 
■ The output value is the probability of being toxic. 

Drug-induce 
d Nephrotox 
icity 

 
0.567 

 
● 

■ Category 0: non-nephrotoxic (-); 
■ Category 1: nephrotoxic (+). 
■ The output value is the probability of being 
nephrotoxic (+), within the range of 0 to 1. 

 
Ototoxicity 

 
0.256 

 
● 

■ Category 0: non-ototoxicity (-); 
■ Category 1: ototoxicity (+). 
■ The output value is the probability of being 
ototoxicity (+), within the range of 0 to 1. 

 
Hematotoxic 
ity 

 
0.384 

 
● 

■ Category 0: non-hematotoxicity (-); 
■ Category 1: hematotoxicity (+). 
■ The output value is the probability of being 
hematotoxicity (+), within the range of 0 to 1. 

 
Genotoxicity 

 
0.86 

 
● 

■ Category 0: non-Genotoxicity (-); 
■ Category 1: Genotoxicity (+). 
■ The output value is the probability of being 
ototoxicity (+), within the range of 0 to 1. 

RPMI-8226 
Immunitoxici 
ty 

 
0.049 

 
● 

■ Category 0: non-cytotoxicity (-); 
■ Category 1: cytotoxicity (+). 
■ The output value is the probability of being 
ototoxicity (+), within the range of 0 to 1. 

 
A549 
Cytotoxicity 

 
0.168 

 
● 

■ Category 0: non-cytotoxicity (-); 
■ Category 1: cytotoxicity (+). 
■ The output value is the probability of being 
ototoxicity (+), within the range of 0 to 1. 

 
Hek293 
Cytotoxicity 

 
0.603 

 
● 

■ Category 0: non-cytotoxicity (-); 
■ Category 1: cytotoxicity (+). 
■ The output value is the probability of being 
ototoxicity (+), within the range of 0 to 1. 
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Drug-induce 
d Neurotoxi 
city 

 
0.977 

 
● 

■ Category 0: non-neurotoxic (-); 
■ Category 1: neurotoxic (+). 
■ The output value is the probability of being 
neurotoxic (+), within the range of 0 to 1. 
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8. Environmental toxicity 
 

Property Value Comment 

 
Bioconcentration 
Factors 

 
1.465 

■ Bioconcentration factors are used for considering secondary 
poisoning potential and assessing risks to human health via the 
food chain. 
■ The unit is −log10[(mg/L)/(1000*MW)] 

 
IGC50 

 
4.281 

■ Tetrahymena pyriformis 50 percent growth inhibition 
concentration. 
■ The unit is −log10[(mg/L)/(1000*MW)] 

LC50FM 5.17 
■ 96-hour fathead minnow 50 percent lethal concentration. 
■ The unit is −log10[(mg/L)/(1000*MW)] 

LC50DM 5.686 
■ 48-hour daphnia magna 50 percent lethal concentration. 
■ The unit is −log10[(mg/L)/(1000*MW)] 

9. Tox21 pathway 
 

Property Value Decision Comment 

 
NR-AhR 

 
0.25 

 
● 

■ Aryl hydrocarbon receptor 
■ Category 1: actives ; 
■ Category 0: inactives; 
■ The output value is the probability of being active. 

 
NR-AR 

 
0.0 

 
● 

■ Androgen receptor 
■ Category 1: actives ; 
■ Category 0: inactives; 
■ The output value is the probability of being active. 

 
NR-AR-LBD 

 
0.238 

 
● 

■ Androgen receptor ligand-binding domain 
■ Category 1: actives ; 
■ Category 0: inactives; 
■ The output value is the probability of being active. 

 
NR-Aromatase 

 
0.041 

 
● 

■ Category 1: actives ; 
■ Category 0: inactives; 
■ The output value is the probability of being active. 

 
NR-ER 

 
0.958 

 
● 

■ Estrogen receptor 
■ Category 1: actives ; 
■ Category 0: inactives; 
■ The output value is the probability of being active. 

 
NR-ER-LBD 

 
0.081 

 
● 

■ Estrogen receptor ligand-binding domain 
■ Category 1: actives ; 
■ Category 0: inactives; 
■ The output value is the probability of being active. 

 
NR-PPAR-gam 
ma 

 
0.029 

 
● 

■ Peroxisome proliferator-activated receptor gamma 
■ Category 1: actives ; 
■ Category 0: inactives; 
■ The output value is the probability of being active. 

 
SR-ARE 

 
0.969 

 
● 

■ Antioxidant response element 
■ Category 1: actives ; 
■ Category 0: inactives; 
■ The output value is the probability of being active. 
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SR-ATAD5 

 
0.56 

 
● 

■ ATPase family AAA domain-containing protein 5 
■ Category 1: actives ; 
■ Category 0: inactives; 
■ The output value is the probability of being active. 

 
SR-HSE 

 
0.667 

 
● 

■ Heat shock factor response element 
■ Category 1: actives ; 
■ Category 0: inactives; 
■ The output value is the probability of being active. 

 
SR-MMP 

 
0.967 

 
● 

■ Mitochondrial membrane potential 
■ Category 1: actives ; 
■ Category 0: inactives; 
■ The output value is the probability of being active. 

 
SR-p53 

 
0.933 

 
● 

■ p53, a tumor suppressor protein 
■ Category 1: actives ; 
■ Category 0: inactives; 
■ The output value is the probability of being active. 

10. Toxicophore Rules 
 

Property Value Comment 

Acute Toxicity Rule 0 
■ 20 substructures; 
■ acute toxicity during oral administration 

Genotoxic 
Carcinogenicity 
Rule 

 
6 alerts 

■ 117 substructures; 
■ carcinogenicity or mutagenicity 

NonGenotoxic 
Carcinogenicity 
Rule 

 
2 alerts 

■ 23 substructures; 
■ carcinogenicity through nongenotoxic mechanisms 

Skin Sensitization 
Rule 

4 alerts 
■ 155 substructures; 
■ skin irritation 

Aquatic Toxicity 
Rule 

3 alerts 
■ 99 substructures; 
■ toxicity to liquid(water) 

NonBiodegradable 
Rule 

1 alerts 
■ 19 substructures; 
■ non-biodegradable 

SureChEMBL Rule 0 
■ 164 substructures; 
■ MedChem unfriendly status 

FAF-Drugs4 Rule 2 alerts 154 toxic substructures from FAF-Drug4 
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12 
Anexos e Apêndices 



   
 

13 
Anexos e Apêndices 



   
 

14 
Anexos e Apêndices 



   
 

15 
Anexos e Apêndices 



   
 

16 
Anexos e Apêndices 



   
 

17 
Anexos e Apêndices 



   
 

18 
Anexos e Apêndices 



   
 

19 
Anexos e Apêndices 



   
 

20 
Anexos e Apêndices 



   
 

21 
Anexos e Apêndices 



   
 

22 
Anexos e Apêndices 



   
 

23 
Anexos e Apêndices 



   
 

24 
Anexos e Apêndices 



   
 

25 
Anexos e Apêndices 



   
 

26 
Anexos e Apêndices 



   
 

27 
Anexos e Apêndices 



   
 

28 
Anexos e Apêndices 



   
 

29 
Anexos e Apêndices 



   
 

30 
Anexos e Apêndices 



   
 

31 
Anexos e Apêndices 



   
 

32 
Anexos e Apêndices 



   
 

33 
Anexos e Apêndices 



   
 

34 
Anexos e Apêndices 



   
 

35 
Anexos e Apêndices 

 


