UNIVERSIDADE REGIONAL DO CARIRI - URCA
CENTRO DE CIENCIASBIOLOGICASE DA SAUDE - CCBS

PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM QUIMICA BIOLOGICA - PPQB

ISYDORIO ALVESDONATO

SINTESE QUIMICA, ESTUDOS in silico E in vitro PARA AVALIACAO DA
ATIVIDADE ANTIBACTERIANA DE AMINOCHALCONASEM CEPASDE
Staphylococcus aureus PORTADORAS DE BOMBA DE EFLUXO

Crato-CE

2025




R s

UNIVERSIDADE REGIONAL DO CARIRI
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM QUIMICA BIOLOGICA

ISYDORIO ALVESDONATO

SINTESE QUIMICA, ESTUDOS in silico E in vitro PARA AVALIACAO DA
ATIVIDADE ANTIBACTERIANA DE AMINOCHALCONASEM CEPASDE
Staphylococcus aureus PORTADORAS DE BOMBA DE EFLUXO

Tese de doutorado apresentada ao Programa de
Pés-Graduacdo em Quimica Bioldgica, da
Universdade Regional do Cariri, como
requisito parcial para obtencdo do Titulo de

Doutor em Quimica Biolgica

Orientador: Francisco Assis Bezerra da Cunha
Coorientador: Saulo Relison Tintino

Crato-CE

2025




ISYDORIO ALVESDONATO

SINTESE QUIMICA, ESTUDOS n silico E in vitro PARA AVALIACAO DA
ATIVIDADE ANTIBACTERIANA DE CHALCONASEM CEPAS PORTADORASDE
BOMBA DE EFLUXO

Tese de doutorado apresentada ao Programa de
Pés-Graduagdo em Quimica Biologica, da
Universidade Regional do Cariri, como
requisito parcial necess&rio para obtencdo do
Titulo de Doutor em Quimica Biolégica.

Relatério de Tese defendida e aprovada em:

BANCA EXAMINADORA

Prof. Dr. Francisco Assis Bezerra da Cunha
Orientador - (URCA).

Profa. Dra. Maria Flaviana Bezerra Morais Braga
Membro Titular Interno - (URCA)

Prof. Dr. Henrique Douglas Melo Coutinho
Membro Titular Interno - (URCA)

Profa. Dra. Rosdli Barbosa
Membro Suplente Interno — (URCA)

Prof. Dr. Francisco Nascimento Pereira Jinior
Membro Titular Externo - (UFCA)

Profa. Dra. Cicera Datiane de Morais Oliveira-Tintino
Membro Titular Externo ao PPQB — (URCA)

Profa. Dra. Priscilla Ramos Freitas Alexandre
Membro Suplente Externo ao PPQB - (URCA)




AGRADECIMENTOS

Antes de tudo, agradeco a Deus Pai por me conceder o dom da vida, prover-me com
salide e com o0 conhecimento necessario para a realizagdo deste trabalho, mesmo sendo de uma
areadiferente.

Expresso minha gratiddo ao Programa de Pos-Graduacdo em Quimica Bioldgica
(PPQB) da Universidade Regional do Cariri (URCA) e atodos os professores do programapela
dedicacdo e empenho na transmisséo dos ensinamentos, pela paciéncia ao repetir explicagbes e
pela adaptacdo das estratégias de ensino para garantir que todos os alunos compreendam os
conceitos essenciais para a formacéo. Guardo com carinho as inimeras ocasifes em que, por
ndo ser da érea, fiz muitas perguntas e fui gentilmente atendido por Henrique Douglas,
Galberto, Raimundo, Rosdli, Irwin, Flaviana, Hélcio, Carlos Emidio, Diniz e Alexandre Magno.

Agradeco também aos coordenadores dos laboratérios, que permitiram 0 acesso as
instalagdes para arealizacdo dos ensaios, muitas vezes disponibilizando recursos escassos para
viabilizar os testes.

Aos meus colegas do doutorado e dos laboratérios, minha sincera gratiddo pela
paciéncia, dedicacdo, parceria e suporte na execucdo dos ensai 0s, no esclarecimento de dividas
(Cristina Rodrigues, Henrique, Suyane, Zildene de Sousa, Janaina Esmeraldo, Ana Carolina
Ferreira, Nair Macédo, Débora, Cicera Datiane, Isaac e Ray) e na sintese de chalconas
(Francisco Rogénio).

Ao meu coorientador, Professor Dr. Saulo Relison Tintino, agradeco imensamente pelo
engajamento no plangjamento dos ensaios, pelas revisdes textuais, pelo apoio e pela parceria
na concepcao dos resultados deste doutorado.

Minha gratidéo profunda ao meu orientador, Professor Dr. Francisco de Assis Cunha,
por incentivar meu ingresso no programa, auxiliar na elaboracdo das estratégias de estudo,
disponibilizar os recursos necessarios e, acima de tudo, por acreditar no meu potencial.

Durante minhatrajetoria no programa de pos-graduacdo, dediquel grande parte do meu
tempo as aulas, ensaios laboratoriais, leituras, escrita e demais atividades académicas. Esse
tempo, muitas vezes, foi retirado do convivio com minhafamilia, que sempre compreendeu os
motivos e me apoiou incondicionalmente. Por isso, do fundo do coragdo, agradeco

profundamente a Dayse Karine, Pedro e Alice.




TABELAS, FIGURASE ANEXOS

Figura 0-1: Esquemadasintese dachalconadCl ............ccooveiiieeiicce s 16
Figura 0-2: Diagrama com a organizagao geral daestruturadatese. .........c.ccoceeveveienenennns 17
Figura 0-1: Principais mecanismos de resisténcia bacteriana aos antibioticos. ...................... 23
Figura 0-2: Principais superfamilias de bombas de efluxo. ..........ccccviriinininninicrce 24
Figura 0-3: Representacdo 3D da estrutura da bomba de efluxo NOrA. ........cccovecvveecieennnne 26
Figura 0-4: Representacdo 3D da estrutura da bomba de efluxo MepA. .........cccceieiereninene 27
Capitulo |

Figural- 1. Avaliagcdo da capacidade de inibir abomba de efluxo NorA pelo CMA4DMA
contraacepa S. aureus 1199, em associacdo com Norfloxacinae EtBr. ..........ccccccvevveveneee 38
Figural- 2: Avaliacdo da capacidade de inibir abomba de efluxo NorA pelo CMA4DMA
contraacepa S. aureus 1199B, em associacdo com Norfloxacinae EtBr.. ..........ccccevveneneee. 39
Figural- 3: Avaliagdo dainibi¢cdo da bomba de efluxo NorA pelo CMA4DMA nas
concentragdes de 200 Pg/ML € 100 HUG/ML.. .ooovveieiieieee e 40
Figural- 4: Avaliagdo daacéo do CMA4DMA sobre a permesabilidade da membrana. ........ 41
Figural- 5: Representacdo tridimensional do docKing ..........ccccceevveiieveeiesie e 42
Figural- 6: Estruturatridimensional da bomba de efluxo NorA dacepa S aureus 1199B. ..43
Figural- 7: Alinhamento entre a permeabilidade e outros par@metros. ..........ccccoveeeeveeiveennnne 45
Figural- 8: Mapade potencial de lipofilicidade molecular e outros parametros................... 47
Figural- 9: Mapadereatividade 2D € OULroS Par@meLrOS ........ccccovveveeveesiesieeseesre e e 48
Figural- 10: Estrutura da chal cona (2E)-1-(3'-aminofenil)-3-(4-dimetilaminofenil) prop-2-
EN-1-0NA (CIMAUDMA). ..ottt ettt st et e s e e re e te et e sreenneeneesreeteennesnnenns 54

Tabela |- 1: Concentracdo inibitéria minima (CIM) da Norfloxacina e do EtBr isoladamente e

em combinagdo com CMA4DMA e CCCP, contraas cepas S aureus 1199 e 1199B.. .......... 39
Tabela |- 2: Percentual médio de fluorescéncia do EtBr para cada grupo.. .......ccccceeeveeveeneee. 40
Tabela |- 3: Percentual médio de fluorescéncia do SYTOX Green para cadagrupo............... 41
Tabela |- 4: Dados das interacdes ligante-receptor observadas nas simulacbes de docking
molecular entre a chalcona CMA4DMA e os ligantes de controle. ..........ccoceveveveeieenencnene. 43
Tabela |- 5: Propriedades fisico-quimicas calculadas para CMA4DMA e aplicadas ao critério
de estimativa quantitativa de “druglikeness” (QED)". ......coouririerirereneseree e 45
Tabela |- 6: Propriedades farmacocinéticas preditas do CMA4DMA por meio da abordagem
multiplataforma de prediG80 ADMET .......c.o e 47
Capitulo 1
Figurall 1: Férmula estrutura da (2E)-1-(3’-aminofenil)-3-(4-clorofenil)-prop-2-en-1-ona. 75
Figurall 2: Espectro de RMN de 13C (125 MHz, CDCI3) de (MAApP-CIB). .....cccceccvverenee. 76
Figurall 3: Espectro de RMN de 1H (500 MHZ).......ccccuiiiiiieiiiinese e 76
Figurall 4: Docking da chalcona 4Cl com a proteinade efluxo NOrA. .........ccccoveceeveecieenenne 77
Figurall 5: Representacdo das interagdes mol eculares entre a chalcona 4Cl e aproteinade
< 10 ol o ST 77
Figurall 6: Docking da chalcona4Cl com aproteinade efluxo MepA..........ccccevevinenenene 78
Figurall 7: Representacdo das interagdes mol eculares entre a chalcona 4Cl e aproteinade
EFTUXO MEDA . .. ettt bbbt bt bt ae et e et st b e nns 79
Figurall 8: Maparadar (propriedades fisico-quimicas da Chalcona4Cl). .........c.cccevevuenenne 80
\

Tabelas, figuras e anexos



Figurall 9: Avaliacao dainibicdo da bomba de efluxo NorA pela Chalcona 4Cl contraa

CEPAS AUrEUS 1199.. ...ttt s ae e s be e ae e et e e sae e e ne e s nneeneeenneen 82
Figurall 10: Avaliacdo dainibicdo da bomba de efluxo NorA pela Chalcona 4-Cl contraa
CEPAS. AUrEUS 1199B. ... .o e 83
Figural 11: Avaiacdo dainibicdo da bomba de efluxo MepA pela Chalcona4-Cl contraa
CEPA S, AUIEUS K2008.. ........eiiieiiiiieiie ettt r e 83
Figurall 12: Avaliagdo dainibicdo das bombas de efluxo NorA e MepA pela Chalcona 4-Cl
nas concentragdes de 200 PG/ML € 100 HUG/MIL ....ooviieriiriereneeeeeeeee e 84

Figurall 13: Avaliacdo da acdo da Chalcona 4-Cl sobre a permeabilidade da membrana.. ..85

Tabelall 1. Dados de RMN de 1H (500 MHz) e de 13C (125 MHz) em (CDCI13), 6 ppm,

B L 7SR S 75

Apéndices e Anexos:

APENDICE A: Relatorio completo daandlise ADMET .......oveeveeveevceeceeeeeeeeeeeseeseeseses s 1

ANEXO 1: ProdugBes CientifiCas ........cceiieieiieiicie et se ettt nne e 11
Vi

Tabelas, figuras e anexos



SIMBOLOS, SIGLASE ABREVIATURAS

Simbolo, sigla ou
abreviatura
ABC
ADMET
AME
AMES
ARG
ASN
ATP
BHI
CCCP
CIM
CPA4CI

CMA4DMA

cryo-EM
DILI
DMSO
DNA
DOAJ
EA
EPM
EPSs
EtBr
Fabs
fChar
GABA
GLU
HBD
HGT
HIA

Significado

Familia do cassete de ligagdo ao ATP

Absorcéo, Distribui¢éo, Metabolismo, Excrecéo e Toxicidade
Aminoglicosideos

Parametro de risco para mutagenicidade

Arginina

Asparagina

Adenosinatrifosfato

Infusdo solida de cérebro e coracdo em agar

Carbonilcianeto m-clorofenil-hidrazona

Concentracdo Inibitéria Minima

Chalcona 4Cl ((2E)-1-(3’-aminofenil)-3-(4-clorofenil)-prop-2-en-1-
ona)

Chalcona (2E)-1-(3'-aminofenil)-3-(4-dimetilaminofenil) prop-2-en-1-
ona

Criomicroscopia eletrénica

Parametro ADMET (risco de lesdo hepaticainduzida por drogas)
Dimetilsulféxido

Acido desoxirribonucleico

Diretorio de Revistas de Acesso Aberto

Energiade Afinidade

Labirinto em cruz elevado

Extracellular Polymeric Substances

Brometo de etidio

Fragmentos de anticorpos sintéticos

Pardmetro ADMET (proporgédo de moléculas que estéo carregadas)
Acido gama-aminobutirico

Acido glutamico

Doador de Ponte de Hidrogénio

Transferéncia horizontal de genes (Horizontal Gene Transfer)
Parametro ADMET (Absorgéo Intestinal Humana)

vii

Tabelas, figuras e anexos



HPLC
IBE/IBEs
ILE
LEU
logD
LogP
logS
MATE
MDPI
MET
MFES
MIC
MLP
MMR
MRSA
MS
MW
NaOH
NBDs
nHA
nHD
nHet
nRig
nRing
nRot
OoMS
PACE
PABN
PBS
PDB
P-gp
PHE
PMF

Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia

Inibidores de bomba de efluxo (formaplural de IBES)
Isoleucina

Leucina

Parametro ADMET (distribuicao)

Parametro ADMET (lipofilicidade)

Parémetro ADMET (solubilidade)

Extrusdo de Compostos Toxicos e Multidrogas

Instituto Multidisciplinar de Publicacdo Digital

Metionina

Facilitadores Principais

Concentracéo Minima Inibitéria

Parametro ADMET (Potencial de Lipofilicidade Molecular)
Sistema de reparo de incompatibilidades (Mismatch Repair)
Multirresistentes de Staphyl ococcus aur eus

Espectrometria de massa

Parametro ADMET (peso molecular)

Hidroxido de sodio

Dominios de ligacdo de nucleotideos

Parametro ADMET (n° de pontes de hidrogénio)

Parametro ADMET (n° de doadores de pontes de hidrogénio)

Parametro ADMET (n° de heteroatomos)

Parametro ADMET (n° ligaghes em aneis)

Parametro ADMET (n° de aneis)

Parametro ADMET (n° de ligagdes rotacionais)
Organizacdo Mundial da Salude

Efluxo de Composto Antimicrobiano Proteobacteriano
Fenilalanina-arginina -naftilamida

Pardmetro ADMET (Alta Ligacdo a Proteinas Plasmaéticas)
Banco de dados de proteinas

P-glicoproteina

Fenilalanina

Forca motriz do préton

Leucocidina de Panton-V dentine

Tabelas, figuras e anexos

viii



QQ

QS
RMN
RMSD
RND
SD
SMILES
SMR
TLA
TPSA
TYR
UFC/mL
URCA
VAL
VRE
VRSA
e

OH

ApH

AY

Quorum guenching

Quorum sensing

Ressonéancia magnética nuclear

Desvio Quadrético Médio

Nodulag&o de Resisténcia e Divisdo Celular
Desvio padréo

Smplified Molecular Input Line Entry System
Resisténcia a Multidrogas Pequena

Acrénimo de trés letras

Parametro ADMET (Area de superficie polar topol 6gica)
Tirosina

Unidades formadoras de col6nias por mililitro
Universidade Regional do Cariri

Valina

Resistente a vancomicina

Saphylococcus aureus resistente a vancomicina
Deslocamento do Carboro

Dedlocamento do Hidrogénio

Variagdo da acidez

potencial de membrana

Tabelas, figuras e anexos



SUMARIO

1 INTRODUGAO GERAL ..ottt 14
1.1 ESTRATEGIAS DE PESQUISA ..ottt 14
L2ESTRUTURA DA TESE ...ttt et 17

2 OBUJIETIVOS......ooecieeteiteeee sttt b et b e et b b et e b e e et b s e b ren e 18
2.1. OBJETIVO GERAL.,. .................................................................................................... 18
2.2. OBIETIVOSESPECIFICOS........coiiiiiiniiiiisi s 18

3 FUNDAMENTACAO TEORICA ......ovieeeeeeeeeeeee sttt esestessas s sesss st senenensessesnes 19
3.LCHALCONAS.......oiiimrrercreeessssssssnnssssssssasss OO 19
3.2 MECANISMOS DE RESISTENCIA EM BACTERIASE O CENARIO ATUAL DA
MULTIRRESISTENCIA ... L 20
3.21 MECANISMO DE EFLUXO ATIVO EM BACTERIAS........cccoiieeeeeeeenees 23

3.2.1.1 Fontes de Energiano Transporte AtiVO..........ccoereeeeeeieenieniesieseeseee [T 24
3.3 INIBIDORES DE BOMBAS DE EFLUXO: MECANISMOS, APLICACOES
TERAPEUTICASE DESAFIOSA ............................................. 28
3.4 Staphylococcus aureus: PATOGENICIDADE, RESISTENCIA ANTIMICROBIANA
E PAPEL~DAS BOM’BAS DE EFLUXO ..ottt s 31

4 PRODUGAOQO CIENTIFICA ..ottt 34
CAPITULO I: Avaliagio da atividade da aminochalcona contra cepas de
Staphylococcus portador as de bombas de EflUXO0 ..o, 34
CAPITULO Il: Sintese quimica e avaliacdo da atividade antibacteriana da chalcona
CPAA4CI em cepas portador as de bomba de efluX0 ..., 67

5 CONSIDERAGOES FINAIS ...ttt sttt st 96
5.1 ASPECTOS GERAIS DA PRODUC;AO CIENTIFICA ..o 96
5.2 CONCLUSOES GERAIS.................. NP PPN 96
5.3 PERSPECTIVAS DE INVESTIGACOES FUTURAS ...t 98

B REFERENCIAS ..ottt ss sttt es s s seneans 100

7 ANEXOS € APENDICES ..ottt sssss st ess sttt st st ssessssnns 1
APENDICE A: Relatério completo daandliSe ADMET ......c.ocueeeecereeeieceeee e eeesee e 1
ANEXO 1: ProdugBes CientifiCas ........coeeiieieiieiece ettt 11

X

Sumario



RESUMO

Sintese Quimica, Estudos In Silico e In Vitro para Avaliacdo da Atividade Antibacteriana
de Chalconas em Cepas Portadoras de Bomba de Efluxo

Introducéo: A resisténcia bacteriana aos antibidticos representa uma grave ameaca a salde
publica global, exigindo o desenvolvimento de novas estratégias terapéuticas. Este trabalho
investigou o potencia de duas aminochal conas 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 sintese, interagdes moleculares, propriedades
farmacocinéticas e eficicia antimicrobiana das chalcona. Objetivo: Avaiar o potencia das
chalconas como inibidoras de bombas de efluxo em cepas de Saphylococcus aureus e sua
capacidade de reverter aresisténcia antimicrobiana mediada por essas proteinas. M etodologia:
As chalconas foram sintetizadas via condensacdo alddlica de Claisen-Schmidt e caracterizada
por RMN de 'H e 33C e HPLC. Ensaios de docking molecular foram realizados para prever
interacbes com as bombasNorA (PDB: 7LO7) e MepA (AlphaFold: Q2G140). As propriedades
ADMET foram avaliadas para prever seguranca e viabilidade terapéutica do composto. Testes
in vitro incluiram determinagdo da Concentragdo Inibitéria Minima (CIM), ensaios de
modul acdo da resisténcia com antibioticos (norfloxacina e ciprofloxacing) e brometo de etidio
(EtBr), adém de avaiacdo da permeabilidade membranar com SYTOX Green. Resultados e
Discussdes. A chalcona 4Cl foi obtida com pureza de 99,9%, confirmada por técnicas
espectroscopicas. O docking molecular revelou alta afinidade por residuos criticos das bombas
NorA (Glu222) e MepA (Tyr35, Asn39), com energias de ligacdo favoraveis. No entanto,
analises ADMET indicaram dertas para cardiotoxicidade e mutagenicidade para a chalcona
4CI. As aminochalconas ndo demonstraram atividade antibacteriana direta (CIM > 1024
pg/mL), mas reduzi ram significativamente a CIM de antibi6ticos em cepas resistentes (até 3
vezes para ciprofloxacing). Ensaios de fluorescéncia confirmaram sugerem das bombas de
efluxo (aumento na retencéo de EtBr para NorA) e alteragdo na permeabilidade membranar
(aumento na fluorescéncia do SYTOX Green). Conclusdes. As chalconas mostraram potencial
como adjuvante terapéutico para reverter a resisténcia bacteriana mediada por bombas de
efluxo, atuando sinergicamente com antibidticos. Contudo, o perfil toxicolégico demanda
otimizacOes estruturais para aplicacéo clinica. Estudos futuros devem focar em modificactes
mol eculares para reduzir efeitos adversos e validar a eficaciain vivo.

Palavras-Chave: Staphylococcus aureus, chalconas, resisténcia bacteriana, bombas de efluxo,
docking molecular, ADMET.
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ABSTRACT

Chemical Synthesis, In Silico and In Vitro Studies to Evaluate the Antibacterial Activity
of Chalconesin 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 aminochal cones asinhibitors of the NorA and MepA efflux pumpsin multidrug-resi stant
Saphylococcus aureus (MRSA) strains. The research combined in silico and in vitro
approaches to evaluate the synthesis, molecular interactions, pharmacokinetic properties, and
antimicrobia 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 Clai sen—Schmidt aldol condensation and characterized by *H and **C 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 4C| 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 pg/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 bacteria resistance, acting
synergistically with antibiotics. However, their toxicological profile requires structural
optimization for clinical application. Future studies should focus on molecular modificationsto
minimize adverse effects and validate in vivo efficacy.

Keywords. Saphylococcus aureus, chalcones, bacterial resistance, efflux pumps, molecular
docking, ADMET.
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IMPORTANCIA/RELEVANCIA PARA A SOCIEDADE

A resisténcia bacteriana representa uma ameaga crescente a salde publica global,
agravada pel a escassez de novos antibioticos. Diante do desinteresse daindUstria farmacéutica,
a pesquisa académica assume papel crucial na busca por compostos que restaurem a eficacia
dos antimicrobianos existentes. Este estudo i nvestigou duas aminochal conas com potencial para
combater a resisténcia bacteriana, atuando especialmente sobre os mecanismos de resisténcia
em cepas multirresistentes de Staphylococcus aureus (MRSA). Por meio da sintese dos
compostos, triagem computacional (in silico) e testes laboratoriais (in vitro), observou-se que
eles podem atuar de forma sinérgica com antibidticos, sugerindo seu possivel uso como
coadjuvantes no tratamento de infeccOes resistentes a medicamentos. A relevancia deste
trabal ho reside na contribuic¢éo para o avanco do conhecimento cientifico sobre compostos com
potencial antimicrobiano, fornecendo subsidios para futuras pesquisas pré-clinicas e para o

desenvolvimento de novas estratégias de combate a resisténcia bacteriana.
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1 INTRODUCAO GERAL

1.1 ESTRATEGIAS DE PESQUISA

Esta pesquisa combinou abordagens computacionais e experimentais para investigar os
efeitos de duas aminochalconas: 3-aminochal cona-4-clorobenzaldeido (CPA4CI, denominada
Chalcona4cCl) e 3-aminoacetofenona4-(dimetilamino)benzaldeido (CMA4DMA), sobre cepas
multirresistentes de Staphylococcus aureus, com énfase na inibicdo do mecanismo de
resisténcia e mediado pelas proteinas de efluxo. Inicialmente, foi realizada uma triagem por
docking molecular, com o objetivo de caracterizar ainteracdo da molécula com essas bombas
e predizer seu potencial inibitorio. Em seguida, analisesADMET foram conduzidas paraavaliar
o perfil farmacocinético e toxicolégico das chalconas, visando a sua viabilidade terapéutica.
Posteriormente, ensaios in vitro foram aplicados para vaidar a hipotese de reversdo da
resisténcia bacteriana, testando a eficacia sinérgica da chalcona em combinagdo com

antibioticos frente a cepas multirresistentes. Cada uma dessas etapas € detalhada a seguir.

O docking molecular € uma ferramenta computacional de baixo custo amplamente
utilizada no desenvolvimento de novos farmacos, permitindo reduzir significativamente o
tempo necessario para a triagem de moléculas candidatas. Esta técnica baseia-se no principio
de que uma substancia candidata (ligante) pode se ligar especificamente a um alvo molecular
(receptor), formando um complexo estavel (CHAUDHARY ; TYAGI, 2024).

As proteinas de efluxo (receptores) analisadas neste estudo foram NorA e MepA. A
estrutura da proteina NorA foi obtida a partir do RCSB Protein Data Bank
(https://www.rcsh.org/) e determinada por criomicroscopia el etronica (cryo-EM), utilizando a
técnica de single-particle analysis, em complexo com fragmentos de anticorpos sintéticos
(Fabs) (BRAWLEY et al., 2022). Ja a estrutura da MepA foi obtida do banco de dados
AlphaFold (JUMPER et a., 2021; VARADI et a., 2024), tendo sido originamente
caracterizada por Kaatz e colaboradores (2005).

A estrutura bidimensional das chal conas foram desenhadas e convertida para o formato
tridimensional utilizando o software ChemAxon MarvinSketch (versdo 22.2, licenca
académica). Em seguida, ageometriamolecular foi otimizadano UCSF Chimera (versdo 1.15).
A preparacdo dos receptores e dos ligantes foi realizada no AutoDockTools (verséo 1.5.7), eas

simulagdes de docking molecular foram conduzidas no AutoDock Vina (verséo 1.2.7).

O posicionamento da grid box para as simulagdes foi definido com base em umaanalise

criteriosa da literatura cientifica, priorizando estudos prévios envolvendo as proteinas NorA
14
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(BRAWLEY et dl., 2022) e MepA (BENTO et d., 2024; DA SILVA et d., 2021; REZENDE-
JUNIOR et d., 2020; ROCHA et a., 2021). Essa andlise permitiu identificar residuos-chave
envolvidos nainteracdo com ligantes e correlacionar esses sitios com valores de Concentracéo

Inibitéria Minima (CIM) previamente descritos.

As simulagdes geraram multiplas conformagdes, que foram classificadas com base na
energia livre de ligagcdo. A conformagcdo com menor energia foi selecionada para andlise
detalhada das interaces, utilizando o BIOVIA Discovery Studio Visualizer (Dassault
Systemes®, versdo 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 asequéncia SMILES, usadacomo entrada para os cal cul os das propriedades ADMET
na plataforma ADMETLab 3.0 (https:.//admetlab3.scbdd.com/server/evaluation). Os
parémetros farmacocinéticos e toxicoldgicos, incluindo solubilidade, permeabilidade,
metabolismo e toxicidade, foram estimados por meio de modelos preditivos validados, sendo
os resultados interpretados a luz de valores de referéncia disponivels na literatura cientifica
(TEMPONE et a., 2022). Os dados obtidos foram sistematizados em tabelas e graficos,
permitindo uma andlise robusta do perfil de aplicabilidade terapéutica e seguranca das

chalconas.

As duas chal conas foram obtidas via condensacdo aldolica de Claisen-Schmidt em meio
béasi co. Parachalcona4Cl, uma solucéo etandlicade 3-aminocetofenona (2 mmol) foi misturada
a 4-clorobenzaldeido (2 mmol), seguida pela adicdo de NaOH aguoso (50% m/v, 1 mL),
conformeilustrado naFigura 1. A reacéo foi mantida sob agitacdo por 48 h a32 °C. O produto
foi filtrado avéacuo, lavado com aguafria, seco erecristalizado em etanol, a pureza do composto
(99,9%) foi determinada por cromatografia liquida de ata eficiéncia (HPLC, Agilent 1260
Infinity), utilizando coluna de fase reversa C-18 (Eclipse Plus. 3,5 pum, 4,6 x 100 mm). A
confirmagdo estrutural foi realizada por ressonancia magnética nuclear (RMN de *H e 13C) em
espectréometro Bruker DPX-300 (300 MHz paraH, 75 MHz para3C) e por espectroscopia no
infravermelho (IV) com espectrometro Bruker VERTEX 70 V equipado com laser HeNe (A =
633 nm). A mesma técnicafoi adotada para sintetizar aminochalcona CMA4DMA, utilizando
como reagentes de partida a utilizando 3-aminoacetofenona e 4-(dimetilamino)benzaldeido,

conforme metodol ogia descrita por Mendes et al.(2023).
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Figura 0-1: Esguema da sintese da chalcona 4Cl

A Concentracdo Inibitéria Minima (CIM) das chalconas foi determinada pelo método
de microdiluicdo em caldo, seguindo as diretrizes de Javadpour et al.,(1996). Esse ensaio
permitiu identificar a menor concentracdo do composto capaz de inibir visivelmente o
crescimento bacteriano, fornecendo um ponto de partida para a avaliagdo do potencial como
modulador da resisténcia antimicrobiana. A determinagd da CIM é um procedimento
amplamente utilizado na microbiologia, consistindo na exposicdo dos microrganismos a
diferentes concentracdes do agente testado, sendo considerada CIM o menor valor que impede
o crescimento visivel (BELANGER; HANCOCK, 2021; KOWALSKA-KROCHMAL;
DUDEK-WICHER, 2021).

Para avaliar a possivel inibicdo das bombas de efluxo, foram realizados ensaios de
modulacdo da CIM de antibidticos e do brometo de etidio (EtBr) na presenca das chalconas
estudadas e do inibidor padrdo carbonilcianeto m-clorofenil-hidrazona (CCCP). Este ultimo
atua como desacoplador da forca préton-motriz, principal fonte de energia das células
bacterianas, resultando na inibicdo da atividade das bombas de efluxo (MONTVILLE;
BRUNO, 1994; ZOAITER et al., 2023). A reducdo da CIM nessas condicdes foi interpretada
como indicativa de inibicdo dessas bombas, impedindo a expulsdo dos antibiéticos e
aumentando sua concentraggo intracelular (ALMATAR et al., 2021; KUMAR et al., 2023).
Diversos estudos com compostos naturais corroboram essa abordagem, como os derivados de
&cido ferulico e hidroxiaminas, que reduziram a CIM da eritromicina e da tetraciclina por
inibicdo das bombas TetK e MstA (FIGUEREDO et al., 2021; PINHEIRO et al., 2022), e os
monoterpenos carvacrol e timol, que reduziram a CIM da norfloxacina via inibi¢cdo da bomba
NorA (DOS SANTOS BARBOSA et al., 2021).

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

membrana bacteriana por meio de ensaio de fluorescéncia com o corante SYTOX Green,
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conforme descrito por Y uen et al.,(2023). Esse corante € impermeavel a céulas intactas, mas
fluoresce ao seligar ao DNA guando amembranacelular estd comprometida. Essa metodologia
€ relevante, pois a absorcdo de antibidticos também depende da integridade da membrana e da
acdo0 de sistemas de transporte seletivo, como bombas de efluxo e canais de porina (ZHANG et
a., 2024). Assim, ateragbes na estabilidade e permeabilidade da membrana ndo apenas
reduzem os mecanismos de defesa bacteriana, como também facilitam a entrada e retencéo de
antimicrobianos no interior celular (VEIKO et al., 2023).

Por fim, afim de corroborar os achados deste estudo, a atividade das bombas de efluxo
foi avaliada por meio de ensaios de fluorescéncia com brometo de etidio (EtBr), um método
confiavel, sensivel e de baixo custo, amplamente empregado na identificacdo de inibidores
dessas bombas. (MENEZES DANTAS et a., 2025; RODRIGUES DOS SANTOS BARBOSA
et al., 2023; TINTINO et al., 2016). O EtBr é um substrato cléssico de proteinas como MepA e
NorA (ROCHA et d., 2023), permitindo a avaliacdo do acumulo intracelular do corante.
Seguindo o protocolo de Oliveira-Tintino et al.,(2023), foi medida a fluorescéncia emitida pelo
EtBr intercalado ao DNA, antes e apds sua adicdo. O aumento da fluorescénciafoi interpretado
como indicativo de inibicdo do efluxo ativo (BLAIR; PIDDOCK, 2016), fortalecendo a
hip6tese de que as aminochal conas estudadas possam atuar como inibidoras dessas bombas.

1.2 ESTRUTURA DA TESE

ol INTRODUCAO GERAL

— OBJETIVOS

FUNDAMENTAGAO
TEORICA

CAPITULO I: Avaliaggo da atividade da
aminochal cona contra cepas de staphylococcus
portadoras de bombas de efluxo.

PRODUGAO
CIENTIFICA

CAPITULO II: Sintese quimica e avaliaggo da
atividade antibacteriana da chalcona CPA4CI em
cepas portadoras de bomba de efluxo.

CONSIDERACOES
FINAIS

— ANEXO

Figura 0-2: Diagrama com a organizagdo geral da estruturadatese.
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20BJETIVOS

2.1. OBJETIVO GERAL

Avdliar a atividade antibacteriana e a agcdo inibitéria de duas aminochal conas
sobre 0s mecanismos de resisténcia mediados pel as bombas de efluxo MepA e NorA
em Staphyl ococcus aureus, por meio de analises microbioldgicasin vitro, moleculares

einsilico.

2.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Descrever o processo de sintese da 3-aminochal cona-4-clorobenzaldeido, incluindo os
métodos e pardmetros reacionais utilizados.

e Redlizar o docking molecular entre as chalconas e as bombas de efluxo MepA e NorA,
visando compreender as interagdes moleculares envolvidas.

e Avdiar as propriedades fisico-quimicas e as propriedades farmacocinéticas das
chalconas por meio de andlisesin silico (ADMET).

e Determinar a Concentracdo Inibitéria Minima (CIM) das chalconas frente a cepas
multirresi stentes de Staphylococcus aur eus.

e Avdiar os efeitos modulador das aminochalconas sobre antibiéticos, por meio da
andlise damodificacdo das CIMs em cepas de S. aureus portadoras de bombas de ef luxo.

e Investigar a capacidade das chalconas deinibir as bombas de efluxo MepA e NorA, por
meio da andlise da modificacdo da CIM do brometo de etidio (EtBr).

e Avadiar ainibicdo das bombas de efluxo MepA e NorA por meio de ensaios de emissao
de fluorescéncia com EtBr.

e Anadisar os efeitos das chal conas sobre a permeabilidade da membrana em cepas de S.
aureus 1199B e K2068.
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3 FUNDAMENTACAO TEORICA

3.1 CHALCONAS

As chalconas séo compostos bioativos, naturais ou sintéticos, pertencentes a classe dos
flavonoides, caracterizados por uma estrutura quimica que consiste em dois anéis aromaticos
(A e B) conectados por uma cadeia alifatica de trés carbonos contendo uma ligacéo dupla
conjugada (FERREIRA et a., 2018). Chalconas podem ser sintetizadas por meio dareacdo de
condensacao alddlica entre aldeidos arométicos e cetonas, seguida de caracterizacdo estrutural
por técnicas como ressonancia magnética nuclear (RMN) de *H e 3C, espectrometria de massa
(MS) einfravermelho (FTIR) (DOS SANTOS et a., 2023; FREITAS et a., 2021; MENDES et
a., 2023; TEMPONE et a., 2022). Essa estrutura basica permite a introducéo de diversos
substituintes nos anéi's arométicos, o que amplia significativamente sua diversidade quimica e
atividade biol6gica. As chalconas podem ser isoladas de fontes naturais ou sintetizadas por
métodos quimicos, como a reacao de condensacdo aldolica de Claisen-Schmidt (FREITAS et
al., 2021; TEMPONE et a., 2022). Devido a sua versatilidade estrutural e farmacologica, as
chalconas tém sido amplamente investigadas como esqueletos moleculares para o0
desenvolvimento de novos farmacos (MENDES et a., 2023).

As chalconas apresentam uma ampla gama de aplicacBes terapéuticas, incluindo
atividades antimicrobiana, antifingica, antioxidante, anti-inflamatoria, anticancer e ansiolitica
(FERREIRA et a., 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,
responsaveis pela resisténcia a multiplos farmacos (MDR) em bactérias Gram-positivas,
particularmente Staphylococcus aureus (FREITAS et al., 2021; TEMPONE et al., 2022). Além
disso, estudos demonstraram gque al gumas chal conas modul am receptores neurogquimicos, como
GABA e serotoninérgicos, exibindo efeitos ansioliticos promissores (FERREIRA et a., 2018;
MENDES et al., 2023). Essas propriedades tornam as chalconas candidatas valiosas para o

desenvolvimento de novos agentes antimicrobianos e psicofarmacol dgicos.

Em relagdo a atividade antimicrobiana, os experimentos foram conduzidos utilizando o
método de microdiluicéo em caldo contra cepas padréo e multirresistentes de bactérias, como
S aureus, Enterococcus faecalis, Escherichia coli e Pseudomonas aeruginosa (FREITAS et
a., 2021; TEMPONE et a., 2022). Os resultados mostraran que algumas chalconas
apresentaram atividade direta contra cepas Gram-positivas, com concentragdes inibitorias
minimas (CIM) variando entre 64 ¢ 512 pg/mL (FREITAS et al., 2021) . No entanto, aeficacia
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contracepas Gram-negativas foi limitada, com CIMs frequentemente superiores a 1.024 pg/mL
(DOS SANTOS et al., 2023). Além disso, os compostos demonstraram capacidade de modular
a resisténcia antimicrobiana ao potencializar a atividade de antibioticos convencionais, como
ciprofloxacina e norfloxacina, indicando inibi¢do das bombas de efluxo (FREITAS et a., 2021,
TEMPONE et d., 2022).

O efeito ansiolitico das chalconas foi avaliado em model os 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 chal conas aumentaram o tempo gasto nas areas
abertas do EPM e reduziram comportamentos de evitaco no teste do tanque novo, indicando
um efeito ansiolitico dependente da dose. Estudos adicionais com antagonistas seletivos
(bicuculina para GABAA e ondansetrona para receptores serotoninérgicos) confirmaram que

esses compostos modulam sistemas neuroquimicos especificos (MENDES et al., 2023).

Andlises in silico foram redlizadas para prever propriedades farmacocinéticas e
toxicol 6gicas das chal conas. Ferramentas computacionais, como SwissADME e ADMETLab,
foram utilizadas para avaliar parametros como absorcao intestinal, distribui¢do, metabolismo e
penetracdo nabarreirahematoencefdica (BBB) (FREITASet d., 2021; MENDES et a., 2023).
Os resultados sugeriram que as chalconas apresentam propriedades farmacocinéticas
adequadas, com boa absorcéo intestinal e baixa toxicidade, embora alguns compostos tenham
apresentado moderada lipofilicidade, necessitando de otimizagdes futuras (DOS SANTOS et
a., 2023; FREITAS et a., 2021).

Foi realizada uma busca na literatura por estudos envolvendo as aminochalconas
avaliadas neste trabalho, ndo sendo encontrados relatos sobre a chalcona 4Cl (CPAA4CI). Por
outro lado, a chalcona CMA4DMA foi previamente investigada frente a cepas de
Saphylococcus aureus K 2068, portadoras da bomba de efluxo MepA, e K4100, portadoras do
gene qacC e B-lactamases. Os resultados indicaram auséncia de atividade antibacteriana
intrinseca (MIC > 1024 pg/mL) e auséncia de inibi¢ao da B-lactamase, porém com reducdes
significativas nos valores de MIC da ciprofloxacina e do brometo de etidio. Estudos de docking
molecular demonstraram que a chalcona é capaz de se ligar a0 mesmo sitio ocupado pelo
inibidor padréo clorpromazina, interagindo com residuos proteicos essenciais e corroborando
seu potencial como inibidor daMepA (DA SILVA et al., 2024).

3.2 MECANISMOS DE RESISTENCIA EM BACTERIAS E O CENARIO ATUAL DA
MULTIRRESISTENCIA
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Nas Ultimas décadas, os antibidticos tornaram-se ferramentas indispensaveis para o
progresso da medicina moderna e para 0 crescimento de setores como a agropecuaria, ao
contribuirem significativamente para o controle de infecgcdes, a mel horia dos cuidados de salide
e 0 aumento da produtividade animal (BUNDUKI et al., 2024; GULUMBE et al., 2023;
KARNWAL et al., 2025). Entretanto, a mé aplicagcdo de agentes antibacterianos para tratar e
prevenir infeccbes impulsionou uma resposta evolutiva em microrganismos, levando ao
surgimento da resisténcia a esses medi camentos, ocasionando insucesso em tratamentos, maior
incidéncia de enfermidades e elevagdo dos custos no sistema de salde(KARNWAL et al.,
2025).

Dados de 2018 revelam um cend&rio preocupante: cerca de 76.704 toneladas de
antibioticos foram utilizadas na producéo animal globalmente (ARDAKANI; ARAGRANDE;
CANALI, 2024; DE LAGARDE et al., 2022; Jl et al., 2023), enquanto o consumo humano foi
de 14,3 doses diérias definidas por mil habitantes por dia (ZHANG et al., 2023). Paral elamente,
as bactérias resistentes aos antibidticos séo hoje responsaveis por mais de um quarto das
infeccbes hospitalares, refletindo o impacto direto da resisténcia nos ambientes clinicos
(KARNWAL et al., 2025).

Estima-se que, se nenhuma acdo efetiva for implementada, o nimero de mortes
atribuidas as bactérias multirresistentes podera atingir a marca de 10 milhes por ano até 2050
(ASMARE et al., 2024; KARNWAL et al., 2025). Diante desse panorama, € fundamental
adotar medidas que reduzam o uso indiscriminado de antibiéticos em todos os contextos
(humano, veterinario, alimentar e ambiental) como formade limitar apropagacéo daresisténcia
microbiana. Tais medidas sdo essenciais para savaguardar a eficicia dos tratamentos

antimicrobianos e proteger a salide publica global.

Nesse contexto, a atencdo volta-se para grupos bacterianos considerados de alta
prioridade pela Organizacdo Mundia da Salde (OMS), os quais representam uma ameaga
crescente devido a sua resisténcia a mltiplas classes de antibiéticos e ao impacto clinico
relevante. De acordo com o relatério elaborado por Melchiorri et al. (2025) a pedido da OMS,
a lista atualizada em 2024 inclui patdgenos como Enterococcus faecium resistente a
vancomicina (VRE), Slaphylococcus aureus resistente a meticilina (MRSA) e a vancomicina
(VRSA), Helicobacter pylori resistente a 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 estéo frequentemente
associados a infecgbes hospitalares e comunitérias de dificil tratamento além disso, sua
disseminacéo continua e suaelevada plasticidade genéticareforcam a necessidade devigilancia
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intensificada e investimentos em pesquisa, a fim de evitar futuras crises sanitérias de escala
global (HO et ., 2024; MUTEEB et a., 2023).

Diante desse cenario, torna-se essencial compreender os diferentes mecanismos
envolvidos, os quaisincluem aresisténciaintrinseca, adquirida e adaptativa. Esses mecanismos
refletem estratégias evolutivas complexas que envolvem adaptacdes genéticas, bioquimicas e

fisiolOgicas, permitindo a sobrevivéncia das bactérias frente a agdo de agentes antimicrobianos.

A resisténcia intrinseca é caracteristica de determinadas espécies bacterianas e decorre
de propriedades estruturais ou funcionais naturais, como a baixa permeabilidade da membrana
externa, a auséncia de alvos especificos para determinados antimicrobianos ou a presenca
constitutiva de bombas de efluxo. Essas caracteristicas conferem uma protecéo basal contra
classes especificas de antibidticos, tornando certas bactérias naturalmente resistentes a esses
farmacos (SMITH; FERNANDO; KING, 2024).

Por outro lado, a resisténcia adquirida ocorre em decorréncia de alteraces genéticas,
frequentemente mediadas por mecanismos de transferéncia horizontal de genes, como
plasmideos, transposons e integrons. Essa forma de resisténcia possibilita que cepas
previamente sensiveis adgquiram genes de resisténcia de outros microrganismos, ampliando a
disseminacdo do fendtipo resistente em ambientes clinicos e naturais (CHRISTAKI;
MARCOU; TOFARIDES, 2019).

Além dessas formas consolidadas de resisténcia, destaca-se aresisténcia adaptativa, que
se caracteriza como um fenémeno transitorio e induzido por condi¢fes ambientai s especificas,
COMO a exposi¢ao ao estresse antimicrobiano ou a formagdo de biofilmes. Nesse contexto, as
bactérias ativam mecanismos regulatorios que modulam a expresséo génica, conferindo uma
toleréncia temporéria aos antimicrobianos. Esse tipo de resisténcia ndo esta associado a
modificagbes permanentes no genoma, mas pode favorecer a selecdo de variantes
geneticamente resistentes (KHAN, 2025).

No gue se refere aos mecanismos mol ecul ares envol vidos naresi sténcia aos antibi 6ti cos,
quatro estratégias principais sdo frequentemente observada, Figura 3: (i) inativagdo do
antibidtico, por meio da producéo de enzimas que modificam ou degradam a estrutura do
farmaco, como as B-lactamases e as enzimas modificadoras de aminoglicosideos — AMES
(GERA et d., 2024; RAHMAN et a., 2018); (ii) modificacéo do alvo, em que alteragdes nos
locai s de agdo do antibiotico reduzem sua afinidade, como ocorre com mutagdes na subuni dade
GyrA gue conferem resisténcia as fluoroquinolonas (ALABDALI et al., 2024); (iii) efluxo

ativo, através de bombas de efluxo que extrusam o antibiético do interior da célula, diminuindo
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sua concentragdo intracelular (RAMPACCI et al., 2023); e (iv) reducdo da permeabilidade,
provocada por alteragbes em porinas ou perda da expressdo dessas proteinas, 0 que limita a
entrada do farmaco nacélula(KUMAR VASAN et al., 2021). A compreenséo detal hada desses
mecanismos € fundamental para o desenvolvimento de novas abordagens terapéuticas e
estratégias de contencdo, especialmente em um contexto global de crescente ineficacia dos
antibicoticos disponiveis.

Bloguear a sintese de
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Figura 0-1: Principais mecanismos de resisténcia bacteriana aos antibi 6ticos.
Fonte: Adaptado de (RAJPUT; NAHAR; RAHMAN, 2024).

3.2.1 MECANISMO DE EFLUXO ATIVO EM BACTERIAS

Entre os mecanismos que algumas bactérias utilizam para se proteger dos antibiéticos,
destaca-se a capacidade de bloguear sua entrada ou expulsé-los ativamente do ambiente
intracelular. Esse processo é mediado por proteinas transmembrana especializadas chamadas
bombas de efluxo (ALMATAR et al., 2021). Em microrganisSmos bacterianos, 0s genes que
codificam essas bombas podem estar inseridos tanto no DNA cromossdmico quanto em
elementos genéticos moveis, como os plasmideos. Essas proteinas atuam como mecanismos de
defesa, expulsando substancias potencialmente toxicas como antibidticos, detergentes,
corantes, toxinas e metabdlitos residuais, reduzindo a concentracdo intracelular dessas
substancias a niveis subinibitérios (BLAIR; PIDDOCK, 2016; CHETRI, 2023). Com isso, as

bactérias aumentam a chances de sobrevivéncia frente a acéo dos antibioticos.
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No entanto, o mecanismo de efluxo desempenha funcdes que vao além da simples
remocao de substancias téxicas, exercendo papéis importantes na fisiologia, no metabolismo e
na patogenicidade da célula bacteriana (BLANCO et al., 2018; DU et al., 2018). Entre essas
funcdes, destacam-se a manutencéo da homeostase celular, aregulagdo do metabolismo do ferro
por meio da exportacdo de sider6foros e a protecdo contra estresse oxidativo e compostos
toxicos gerados em condicOes anaerdbicas. A atividade dessas bombas esta intimamente
associada a viruléncia bacteriana, uma vez que sistemas como AcrAB-TolC e MaccABI
contribuem para a sobrevivéncia e colonizagdo do hospedeiro. Estruturalmente, apresentam
mecani smos compl exos de reconhecimento e transporte de substratos, cujaexpressao é regulada
por sistemas de dois componentes, fatores de transcricdo e pequenos RNAs, em respostaasinais
ambientais (HENDERSON et al., 2021; NISHINO et al., 2021). Para que o transporte ativo
ocorra, essas proteinas requerem fontes especificas de energia, as quais variam entre as
diferentes superfamilias de bombas de efluxo.

Com base na fonte de energia utilizada para impulsionar o transporte de substratos, as
bombas de efluxo bacterianas sdo agrupadas em seis superfamilias principais, Figura4: Cassete
de Ligacdo de ATP (ABC), Extrusdo de Compostos Téxicos e Multidrogas (MATE),
Facilitadores Principais (MFS), Nodulacdo de Resisténcia e Divisdo Celular (RND),
Resisténcia a Multidrogas Pequena (SMR) e Efluxo de Composto Antimicrobiano
Proteobacteriano (PACE) (CHETRI, 2023; HASSAN et al., 2018). Nas bactérias Gram-
positivas, predominam as familias MFS, ABC, SMR e MATE, enquanto os sistemas RND e
PACE sdo caracteristicos de bactérias Gram-negativas (HASSAN et d., 2018; RAJPUT;
NAHAR; RAHMAN, 2024).

3.2.1.1 Fontes de Energia no Transporte Ativo

Figura 0-2: Principais superfamilias de bombas de efluxo
Fonte: (ZACK; SORENSON; JOSHI, 2024).
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Entre essas, a familia ABC se destaca por utilizar diretamente a energia quimica
proveniente da hidrélise de ATP. A hidrolise de ATP é essencia para a atividade dessas
proteinas, como a P-glicoproteina (P-gp/ABCBL1) e a Pdr5, atuando no controle das mudangas
conformacionais envolvidas no transporte de substratos. Estudos indicam que a P-gp humana
necessita da ligacdo de duas moléculas de ATP, coordenadas por ions Mg?", para induzir a
transi¢céo para uma conformagcao voltada para o exterior (outward-facing) (FUTAMATA et al.,
2019). A hidrélise sequencia do ATP nosdominiosdeligacdo de nucleotideos (NBDs), seguida
daliberagéo de fosfato inorganico, permite o retorno ao estado voltado parao interior da célula
(inward-facing), completando o ciclo de transporte. M utacfes nos motivos conservados Walker
A e Walker B, que afetam respectivamente a ligacdo e a hidrélise de ATP, tém sido utilizadas
para elucidar esse mecanismo, sugerindo que a ligacéo do ATP promove a dimerizacéo dos
NBDs, enquanto sua hidrdlise é necessaria para o retorno aconformagéo inicial (ERNST et al.,
2010; SZABO et al., 1998; TOMBLINE et al., 2004; URBATSCH et al., 1995).

Em contraste com a familia ABC, as demais superfamilias empregam uma forma de
energiadistinta: aforcamotriz do préton (PMF), um gradiente eletroquimico formado por dois
componentes principais: o gradiente de pH (ApH) e o potencial de membrana (AY) (GERRY
et al., 2025). O ApH ¢ originado pela diferenga na concentragao de protons entre o periplasma,
que apresenta pH mais 4cido, e o citoplasma, mais alcalino, enquanto o AY corresponde a
diferenca de voltagem através da membrana, com o meio extracelular sendo mais positivo em
relacdo ao interior celular (WAN et al., 2024). Esses componentes atuam em conjunto para

fornecer a energia necessaria ao transporte ativo de moléculas.

Um exemplo representativo desse tipo de transporte pode ser observado nas bombas da
familia RND (nodulagéo de resisténcia e divisdo celular), cujo funcionamento envolve uma
sequéncia coordenada de eventos moleculares. Inicialmente, o substrato liga-se a um sitio
especifico na porcéo intracelular da bomba. Em seguida, o fluxo de prétons proveniente do
periplasma promove uma mudanca conformaciona que expde o sitio de ligacdo ao meio
extracelular, permitindo aliberacéo do substrato e afinalizacéo do ciclo de transporte (GERRY
et al., 2025; WAN et al., 2024).

Estudos recentes indicam gue a eficiéncia do efluxo ndo depende apenas da afinidade
da bomba pelo substrato. Wan et al. (2024) observaram que o pH periplasmético influencia
significativamente a atividade dessas bombas, sendo que condi¢gdes mais &cidas favorecem a

expulsdo de substratos de menor afinidade. Além disso, variagdes no potencial de membrana
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também modulam a taxa de efluxo, demonstrando uma interacdo funciona 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 a plasticidade funcional desses sistemas. Essa caracteristica contribui para a
resisténcia a multiplos antimicrobianos. Estratégias terapéuticas que visam perturbar o
gradiente de prétons vém sendo investigadas, incluindo o uso de compostos dissipadores de
PMF e inibidores especificos de bombas, que podem potencializar a atividade de antibioticos
convencionais (LI et al., 2024; PATIL et al., 2025; YANG et al., 2023). No entanto, aspectos
como a redundancia de sistemas de efluxo e a seletividade dos inibidores ainda representam
desafios relevantes para a aplicacdo clinica dessas abordagens (SPENGLER et al., 2017b).
Portanto, compreender os tipos de energia que sustentam a atividade das bombas de efluxo é
crucial ndo apenas para 0 entendimento da fisiologia bacteriana, mas também para o
desenvolvimento de estratégias eficazes para mitigar a resisténcia aos antibioticos.

A superfamiliaMajor Facilitator Superfamily (MFS) compreende umaamplavariedade
de proteinas de efluxo, incluindo transportadores da subfamiliaNor, como NorA, NorB e NorC.
As proteinas dessa superfamilia geralmente sGo compostas por 12 segmentos transmembranares
a-hélice, com as extremidades N- e C- localizadas no lado citoplasmético da membrana
plasmética. Exemplos dessas proteinas séo a NorA e NorB presentes em S aureus. A bomba
de efluxo NorA (Figura 5) foi descrita pela primeira vez em 1986 e, desde entdo, tem se
destacado entre as proteinas de efluxo por ser uma das mais estudadas como avo para o
desenvolvimento deinibidores de bombas de efluxo (KUMAR et al., 2020; UBUKATA; ITOH-
YAMASHITA; KONNO, 1989).

Figura 0-3: Representacdo 3D da estrutura da bomba de efluxo NorA.
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Essa proteina é codificada cromossomicamente pelo gene norA e é constituida por 388
aminoacidos organizados em 12 segmentos transmembranares em o-hélice, dispostos em
pseudo-dupla simétrica, com os terminais N- e C- voltados para 0 citoplasma bacteriano
(BHASKAR et al., 2016; COSTA et al., 2019). NorA foi aprimeirabomba de efluxo associada
aresisténeia as fluoroquinolonas descritaem S. aureus, sendo capaz de transportar uma ampla
gamade compostos antimicrobianos. Por esse motivo, € frequentemente utilizada como model o
experimental em estudos voltados ao desenvolvimento de inibidores de bombas de efluxo,
especialmente considerando sua expressao frequente em cepas resi stentes i sol adas global mente
(BHASKAR et al., 2016; DENG et al., 2012; MARQUEZ, 2005).

O mecanismo de transporte da NorA baseia-se no uso da forca préton-motriz, mediada
pelo gradiente eletroquimico de ions hidrogénio (H"), permitindo o efluxo ativo de diversos
substratos. Entre os compostos extrusados por essa proteina destacam-se: puromicing,
fluoroguinolonas como norfloxacina e ciprofloxacina, omeprazol, reserpina, corantes como o
brometo de etidio, terpendides, compostos de ambnio quaternario, acridinas, pentamidinas e
outros antibi6ticos de ampl o 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 familia de extrusdo de compostos toxicos (MATE) possui como uma de suas
representantes a bomba de efluxo MepA (Figura6). A primeira bomba a ser identificada dessa
familiafoi aNorM (em Vibrio parahaemolyticus) possuindo a capacidade de conferir fendtipo
de resisténcia a multiplas drogas (MDR). A proteina 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: Representacéo 3D da estrutura da bomba de efluxo MepA. (Estruturaresolvida por meio delA.)
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O gene mepA integra o operon mepRAB, que também possui 0 gene mepR, que é
responsavel pela regulacéo negativa de mepA. A proteina codificada por mepR atua como
repressora da bomba de efluxo ativo MepA por meio de sua ligacdo especifica diretamente na
regi&o promotora do gene mepA, inibindo assim a transcri¢éo desse gene. Algumas mutagoes
especificas no gene mepR podem reduzir aafinidade pelo DNA, ocasionando ha superexpressao
da bomba MepA (DASHTBANI-ROOZBEHANI; BROWN, 2021; MCALEESE et al., 2005;
SCHINDLER et al., 2013).

Essa bomba é codificada pel o gene cromossdmico mepA conferindo resisténcia a cepas
de S aureus. Sua estrutura € configurada por 451 aminoécidos compondo 12 segmentos
transmembranares. MepA utiliza o gradiente de prétons como ions de sodio (Na") pararealizar
0 transporte ativo de diversos substratos. Esse tipo de transporte usando ions de Na* é uma
caracteristica presente em outras bombas da familia de efluxo ativo MATE (KAATZ;
MCALEESE; SEO, 2005; KURODA; TSUCHIYA, 2009).

MepA realiza a extrusdo de uma variedade de substratos, entre eles: fluoroquinolonas
hidrofilicas e hidrofébicas, norfloxacina, ciprofloxacina, biocidas monovalentes e divalentes e
corantes como o brometo de etidio, tornando cepas de S. aureus resistentes a um amplo perfil
de substratos (ARGUDIN et a., 2016; KAATZ, DEMARCO E SEO, 2006; KAATZ,
MCALEESE e SEO, 2005).

Tendo em vista a elevada incidéncia de infecgdes causadas por S aureus,
principalmente aquelas causadas por cepas que expressam bombas de efluxo como MepA,
NorA, entre outras, torna-se necessario a realizacdo de pesguisas visando a sintese de novas
substancias capazes de inibir os mecanismos de resi sténcia bacteriana restaurando a eficacia de
farmacos atualmente disponiveis no mercado (DE LIMA SILVA et al., 2022; SCHINDLER;
JACINTO; KAATZ, 2013).

3.3 INIBIDORES DE BOMBAS DE EFLUXO: MECANISMOS, APLICACOES
TERAPEUTICAS E DESAFIOS

Diante da problemética da resisténcia bacteriana mediada por bombas de efluxo, uma
estratégia promissoratem sido o uso de substancias capazes de inibir a atuacéo dessas proteinas
de transporte (ZHANG et a., 2024). Esses inibidores atuam interferindo em um ou mais
mecanismos responsaveis pela extrusdo de farmacos, o que pode resultar na interrupgéo do
transporte ativo de antibidticos. Quando utilizados como agentes adjuvantes, esses compostos
podem potencializar a eficacia dos antimicrobianos frente a cepas que expressam bombas de
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efluxo e restaurar a atividade de antibidticos previamente ineficazes contra determinados
patdgenos (SHARMA; GUPTA; PATHANIA, 2019).

Ao promoverem o0 acumulo intracelular simultaneo de diversos antibioticos, os
inibidores aumentam a suscetibilidade das bactérias aos agentes antimicrobianos (BLANCO et
al., 2018). Os efeitos decorrentes dessa agdo séo geralmente duplos. por um lado, contribuem
para a ressensibilizagcdo de microrganismos resistentes aos antibioticos atual mente utilizados;
por outro, diminuem as chances de selecéo de mutantes resistentes. Esses inibidores podem ser
obtidos a partir de uma ampla variedade de fontes, incluindo compostos naturais e substancia
sintéticas (BLANCO et al., 2018; ZHANG €t a., 2024; ZHANG; WANG; AHN, 2023).

Para que um inibidor de bomba de efluxo (IBE) sga eficaz, ele deve apresentar
caracteristicas especificas que maximizem sua capacidade de combater a resisténcia
antimicrobiana sem induzir resisténcia adiciona (DHANDA; ACHARYA; HALDAR, 2023).
Idealmente, um IBE deve ser desprovido de atividade antimicrobiana direta, para evitar o
desenvolvimento de resisténcia contra ele proprio (BHARDWAJ, MOHANTY, 2012). Além
disso, IBEs deve agir de maneira especifica nas bombas de efluxo, minimizando mecanismos
colaterais que possam afetar outras fungbes celulares e causar citotoxicidade (ZHANG;
WANG; AHN, 2023).

Os IBEs podem ser classificados como competitivos ou ndo competitivos. os
competitivos se ligam aos transportadores de efluxo e podem induzir a superexpressao desses
transportadores, enquanto os ndo competitivos, afetam o transporte de bombas de efluxo de
maneiraindependente do substrato. Outro aspecto importante é a capacidade do IBE de superar
a barreira da membrana externa das bactérias Gram-negativas, que € crucia para permitir o
acumulo de antibiéticos dentro da célula sem comprometer aintegridade da membrana, o que
pode resultar em efeitos citotoxicos indesgjaveis. Assim, IBES eficazes devem ser capazes de
penetrar na membrana sem prejudicé-la, oferecendo um potencial terapéutico sustentavel e de
longo prazo no combate aresisténciaaantibidticos (LAMUT et al., 2019; LAWS, SHAABAN,;
RAHMAN, 2019; ZHANG et al., 2023).

Os IBEs tém se destacado néo apenas por potencializarem a acdo de antimicrobianos,
mas também por exercerem multiplos efeitos benéficos no controle da resisténcia bacteriana.
Um dos seus principais efeitos € a acdo antiviruléncia, comprometendo a capacidade dos
patdgenos de causar infecgdo (ZHANG et al., 2024). Dentre os IBEs mais conhecidos, destaca-
se 0 PAPN (fenilalanina-arginina B-naftilamida), um potente inibidor da bomba do tipo RND
em Pseudomonas aeruginosa, capaz de reduzir caracteristicas de viruléncia como motilidade e

aquisicao de micronutrientes (ferro efosfato), além de diminuir a expressao de genes regulados
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por quorum sensing, como lasB, toxA e peA, tornando cepas clinicas menos virulentas
(RAMPIONI et al., 2017).

Os IBEs desempenham um papel rel evante na reducéo da formacéo de biofilmes, uma
vez gue as bombas estéo associadas a multiplos aspectos desse processo, como a produgdo da
matriz extracelular (EPSs), o transporte de moléculas sinalizadoras relacionadas ao quorum
sensing (QS) e quorum quenching (QQ), o controle indireto da expresséo de genes associados
aformacao do biofilme e aadesdo celular, que afeta a agregacdo bacteriana (ALAV; SUTTON;
RAHMAN, 2018). A inibicdo dessas bombas compromete a integridade dos biofilmes e
aumenta a eficécia dos antimicrobianos. Estudos demonstram que a combinagdo de IBES com
antibidticos pode reduzir significativamente tanto a formagdo inicial quanto a biomassa de
biofilmes maduros (ZHANG et al., 2024). Por exemplo, a associacdo do inibidor de efluxo
nilotinib com ciprofloxacinareduziu em até 66% aformagdo de biofilmes e em 33% abiomassa
de biofilmes maduros de Staphylococcus aureus, com evidéncias de reducéo da viabilidade e
espessura do biofilme identificadas por microscopia confocal (ZIMMERMANN et a., 2019).

Além disso, os IBEs demonstram eficacia na reducdo da formacdo de células
persistentes, que exibem tolerancia fenotipica a antibi6ticos e estéo frequentemente associadas
a superexpressdo de genes de efluxo (ZHANG et a., 2024). A bomba AcrAB-TolC, por
exemplo, esta fortemente relacionada a persisténcia em bactérias Gram-negativas como
Escherichia coli. Estudos indicam que a combinagdo de PABN com a delafloxacina resulta em
uma dréstica reducéo da sobrevivéncia dessas células, destacando o potencial terapéutico da
associacao entre inibidores de efluxo e antibidticos para a erradicacéo de infecgdes crénicas
(BYRD et al., 2021).

Outro efeito relevante dos IBEs € a sua atuacdo na limitacdo da aguisicdo de resisténcia
bacteriana. Bombas como a AcrAB-TolC participam da transferéncia horizontal de genes
(HGT), favorecendo a manutencéo de plasmideos com genes de resisténcia, como tetA, ao
permitirem aexpressao inicia das proteinas responsaveis pelaresisténcia. A inibicéo do efluxo,
nesse contexto, pode interromper esse processo, limitando a disseminagdo de determinantes
genéticos de resisténcia durante terapias antimicrobianas (NOLIVOS et al., 2019; POVOLO;
ACKERMANN, 2019).

Adicionalmente, os IBEs podem contribuir para a restauracdo de mecanismos celulares
de reparo genético, como o sistema de reparo de incompatibilidades (MMR) (ZHANG et al.,
20244). A superexpressdo da bomba AcrAB-TolC esta associada a supresséo do gene mutS,
essencia para o funcionamento do MMR, tornando as células mais propensas ao acimulo de

mutacdes e a0 surgimento de resisténcia permanente (BUSSETI et al., 2022). Ao reduzirem a
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expresséo de acrAB, os IBEs favorecem a recuperacdo da atividade do MMR, prevenindo
alteracOes genéticas e reforcando seu papel na contencdo da resisténcia antimicrobiana (EL
MEOUCHE; DUNLOP, 2018).

Atualmente, a maioria dos inibidores de bombas de efluxo permanece em fase pré-
clinica ou restrita a ensaios in vitro, enfrentando diversos obstaculos que dificultam sua
trandlacdo paraa praticaclinica. Entre os principais desafios estéo a baixa estabilidade quimica,
a limitada seletividade para avos bacterianos e a elevada citotoxicidade para células
eucarioticas, fatores que, até o momento, tém impedido sua aplicagdo no tratamento de
infecgOes bacterianas (THEURETZBACHER, 2025). No entanto, o potencial terapéutico
desses compostos ndo deve ser subestimado. A introducdo de inibidores de efluxo no arsenal
farmacéutico representa uma estratégia promissora para a salde global, considerando sua
capacidade de contornar mecanismos de resisténcia e restaurar a eficacia de antibidticos
previamente comprometidos (DHANDA; ACHARYA; HALDAR, 2023; ZHANG et a., 2024).
Atuando como agentes adjuvantes, esses inibidores podem ndo apenas potencializar a acdo de
antimicrobianos, mas também contribuir significativamente para a contencdo da resisténcia

bacteriana.

3.4 Saphylococcus aureus: PATOGENICIDADE, RESISTENCIA ANTIMICROBIANA E
PAPEL DASBOMBASDE EFLUXO

Saphylococcus aureus é uma bactéria Gram-positiva amplamente reconhecida pela sua
capacidade de causar diversas infecches em humanos, caracterizando-se por sua elevada
capacidade de proliferacdo e disseminacdo, tornando-o um patdégeno versétil e adaptével e com
elevada taxa de replicacdo, juntamente com a sua capacidade de colonizar diversas partes do
corpo (MENEZES DANTAS et a., 2025; SINHA; AGGARWAL; SINGH, 2024). Essa

caracteristica a torna um relevante problema de salide publicaem escalagloba (OMS, 2024).

Frequentemente, Staphyl ococcus aureus ocorre de forma comensal na pele, nos tecidos
moles e na mucosa nasal de adultos e criangas saudaveis. No entanto, trata-se de um
microrganismo oportunista cuja patogenicidade € potenciadlizada em sSituagdes de
comprometimento das barreiras bioldgicas do hospedeiro, como em procedimentos cirdrgicos
ou no uso de dispositivos invasivos, a exemplo de cateteres, podendo causar infecgdes locais
ou sistémicas. Além disso, em condi¢Bes de imunossupressdo, S aureus pode transitar do
estado comensal para o patogénico (FERREIRA et al., 2015; TINTINO, 2018). Entre as

principais manifestagdes clinicas associadas a sua infecgdo destacam-se as infecgbes cutaneas
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e de tecidos moles, como furlnculos e abscessos, além de bacteremia, artrite séptica,
osteomielite e pneumonia necrosante, frequentemente rel acionada a cepas produtoras de toxinas
(BARBOSA et al., 2023).

A maior ocorréncia das infecgbes por S. aureus esta diretamente relacionada a
disseminac@o de cepas resistentes a maioria dos antibiéticos disponiveis para uso clinico
atualmente. Essa resisténcia representa um dos grandes desafios clinicos da atualidade,
principalmente no que diz respeito as infecgdes hospitalares, onde 0 uso de muitos antibiticos
contribui para a selegdo das cepas multirresistentes. A referida resisténcia abrange diversos
grupos farmacol 6gicos, incluindo fluoroguinolonas, penicilinas, vancomicina, tetraciclinas e

antibidticos B-lactdmicos, entre outros (PAL et al., 2020).

A resisténciaantimicrobianaem S. aureus pode ser mediadapor mecanismosintrinsecos
eadquiridos. A resisténciaintrinseca decorre, em geral, de mutacdes que alteram o sitio de acéo
dos antibi6ticos. Ja os mecani smos adquiridos envolvem aincorporacéo de genes de resisténcia
por meio da transferéncia horizontal de material genético, processo esse frequentemente
mediado por plasmideos e transposons, que contribuem para a disseminacdo de determinantes
de resisténcia entre diferentes cepas ou até mesmo entre diferentes espécies bacterianas, o que
resulta na inativagdo ou degradacéo do antibidtico ou de outro agente antimicrobiano, por
exemplo (ALOS, 2015; RODRIGUEZ-NORIEGA et al., 2013).

A linhagem de S. aureus resistente a meticilina (MRSA, do inglés Methicillin-resistant
Saphylococcus aureus) € notoriamente conhecida por sua ampla distribuicdo mundial, sendo
frequentemente associada a infecgdes hospitalares (COSTA et d., 2016). As cepas de MRSA
possuem multiplos genes de resisténcia, incluindo aqueles que codificam proteinas
transmembranares com funcdo de efluxo ativo, capazes de expelir antibiéticos e outros
compostos toxicos do interior da célula, contribuindo tanto para sua resisténcia quanto para a
viruléncia, facilitando sua sobrevivéncia mesmo em ambientes mais hostis (COSTA et al.,
2016).

Diversas cepas de S. aureus expressam mecanismos de efluxo ativo mediados por
bombas de efluxo, proteinas transmembranares que conferem resisténcia e favorecem a
sobrevivéncia, disseminacéo e viruléncia do patdégeno (TINTINO et a., 2016). Entre as
principais proteinas 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 aresisténcia a diversos compostos como norfloxacina (BEZERRA et d., 2021; DE
SOUSA JUNIOR et al., 2021), bomba de efluxo NorA pertencente a familia Major Facilitator

Superfamily (MFS), presente na cepa 1199 e altamente expressa na cepa 1199B (superexpressa
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abomba) conferindo resisténciaaquinolonas (COELHO et al., 2016), bomba QacC pertencente
a familia Small Multidrug Resistence (SMR), presente em K4100 e K4414 (DE SOUSA
JUNIOR et ., 2021; SCHERF et al., 2020) e abomba TetK dafamilia MFS, presente em 1S-

58 e codificada por plasmideos, conferindo resisténciaastetraciclinas (MACEDO et al., 2022).

A presenca isolada ou simulténea desses mecanismos de resisténcia presentes em S.
aureus, como as bombas de efluxo, ateracdo de alvos moleculares e producéo de enzimas
degradadoras a conferem uma capacidade de adaptacéo frente a pressdo imposta pelo uso de
antimicrobianos, esse fato torna urgente a busca por novas estratégias de controle desse
patégeno (DE LIMA SILVA et al., 2022).
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4 PRODUCAO CIENTIFICA

CAPITULO I: Avaliacdo da atividade da aminochalcona contr a cepas de Staphylococcus
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Resumo

Contexto/Objetivos: A crescente prevaléncia de Staphylococcus aureus multirresistente
representa um grande desafio clinico, principamente devido a aquisicdo de mudltiplos
mecanismos de resisténcia. Entre esses, bombas de efluxo como NorA desempenham um papel
crucia na resisténcia a quinolonas, promovendo a extruséo ativa do farmaco e reduzindo os
niveis intracelulares de antibidtico. Este estudo avaliou a chalconasintética CMA4DMA como
potencial inibidor da bomba de efluxo NorA e modulador da resisténcia bacteriana. M étodos:
Ensaios de susceptibilidade antimicrobiana foram conduzidos contra as cepas S aureus
SA1199 (tipo selvagem) e SA1199B (superexpressando NorA). A concentracdo inibitoria
minima (CIM) daCMA4DMA e seus efeitos modul adores sobre a norfloxacina e o brometo de

etidio foram determinados. A inibic¢éo do efluxo foi avaliada por acimulo de brometo de etidio
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e ensaios com SYTOX Green. Andlises de docking molecular e ADMET in silico foram
realizadas para prever afinidade de ligacdo e parametros farmacocinéticos. Resultados:
CMA4DMA nao apresentou atividade antibacteriana intrinseca (CIM >1024 ug/mL), mas
reduziu a CIM da norfloxacina de 32 para 8 pg/mL e do brometo de etidio de 32 para 8 pg/mL
em SA1199. Em SA1199B, observaram-se reducdes de 64 para 16 pg/mL e de 64 para 32
pg/mL, respectivamente. A fluorescéncia aumentou 15% sem afetar a integridade da
membrana. O docking revelou afinidade de ligagdo de —7,504 kcal/mol, mais forte que a da
norfloxacina (—7,242 kcal/mol), envolvendo residuos-chave Leu218, 11e309, Arg310 e 11€313.
Dados de ADMET indicaram alta absor¢do intestinal (88,76%) e permeabilidade (Papp = 1,38
x 10—5 cm/s). Conclusdes: CMA4DMA restaurou efetivamente a susceptibilidade a
norfloxacina em cepas resistentes de S. aureus, destacando seu potencial como um esquel eto
promissor para o desenvolvimento de novos inibidores de bombas de efluxo e adjuvantes
antibioticos.

Palavras-chave: Staphylococcus aureus; chalcona; resisténcia bacteriana; bomba de efluxo;
docking; ADMET

1. Introducéo

A resisténciaaos antibioticos constitui um dos mai ores desafi os contemporaneos asalide
publica, impactando a mortalidade relacionada a infecgdes, prolongando a evolucéo das
doencas, aumentando os custos de tratamento e reduzindo a produtividade social. Além disso,
compromete a eficacia de intervengdes médicas que dependem de antimicrobianos, como
cirurgias profiléticas e quimioterapia (CHINEMEREM NWOBODO et d., 2022; LAZAR,;
OPREA; DITU, 2023; MUTEEB et a., 2023; TAHMASEBI et al., 2025). O surgimento da
resisténcia resulta, em grande parte, da capacidade adaptativa das populacdes bacterianas,
intensificada pel o uso indiscriminado de antibi6ticos, que favorece aaquisi ¢ao e adisseminacdo

de mecanismos de resisténcia.

Entre os patégenos multirresistentes, S. aureus se destaca devido a sua alta viruléncia,
capacidade de evadir respostas imunes e crescente resisténcia a antimicrobianos (CHEUNG,;
BAE; OTTO, 2021; GAJDACS, 2019; HORSWILL; JENUL, 2019; HORSWILL;
KWIECINSKI, 2020). Esse microrganismo versétil pode causar desde | esbes cutaneas leves até
doencas graves, como sepse, pneumonia e sindrome do choque toxico, por meio da producéo
de multiplos fatores de viruléncia, incluindo toxinas, proteinas de adesdo e sistemas de evasao

imunol6gica, como a proteina A, toxinas superantigénicas e o sistema de agr de deteccdo de

35

Producéo Cientifica



quorum (ENANY; ALEXANDER, 2017).

A resisténcia em S. aureus surge tanto por mutacoes genéticas espontaneas quanto pela
aquisicdo de genes de resisténcia via transferéncia horizontal. Elementos genéticos moveis,
como plasmideos, transposons, ilhas patogénicas (SaPls) e cassetes cromossdmicos
estafilococicos (SCCs), permitem a rgpida disseminacdo de determinantes de resisténcia
(CHEN et a., 2015). Entre 0s mecaniSmos mais importantes estdo a inativacdo enzimatica de
antibioticos, modificacdo de alvos moleculares, reducéo da permeabilidade da membrana e
ativacdo de bombas de efluxo (DARBY et al., 2023; HAQ. et al., 2018; MUNITA; ARIAS,
2016). Processos como conjugacdo, transformacgdo natural e transducéo 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
resisténcia, promovendo a extrusdo ativa de antibidticos e outros compostos toxicos (Khan,
2025). Estudos indicam que o genoma de S. aureus codifica pelo menos 31 bombas de efluxo
multirresistentes distribuidas entre as principais familias de transportadores (SCHINDLER et
al., 2015). A superfamilia dos maiores facilitadores (MFS) tem recebido atencéo especial,
especiamente a bomba NorA, responsavel pela extrusdo de fluorogquinolonas e outros
farmacos. Suafuncéo operapor um mecanismo antiporte préton/farmaco, podendo ser expressa
constitutivamente ou induzida pela exposicdo a antimicrobianos (COSTA et al., 2013;
NEYFAKH; BORSCH; KAATZ2, 1993; TRUONG-BOLDUC et al., 2005).

Dada a escassez de novos antimicrobianos, estratégias alternativas tém sido exploradas,
incluindo o uso de inibidores de bombas de efluxo (EPIs) (ZHANG et al., 2024b). Esses
compostos blogueiam a extrusdo de farmacos, potencialmente revertendo aresisténcia mediada
por efluxo, reduzindo doses necessarias, minimizando efeitos adversos e restaurando a eficécia
de antibidticos previamente ineficazes (PRASCH; BUCAR, 2015; SEUKEP et d., 2020;
SPENGLER et a., 2017; ZHANG et a., 2024). Os EPIs podem ser naturais ou sintéticos, e
compostos derivados de plantas medicinais, como as chal conas, tém mostrado potencial devido
a sua diversidade estrutural e amplo espectro de atividades biol6gicas (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 eficacia de antibioticos contra cepas resistentes. Entre os
inibidores sintéticos, destaca-se o PAPN (fenilalanil-arginil-B-naftilamida), que atua por
inibicdo competitiva e regulagdo génica (BHATTACHARY YA et al., 2017, LAMERS RYAN
P. AND CAVALLARI, 2013); CCCP (carbonil cianeto-m-clorofenilhidrazona), que interfere
na sintese 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 (Jet al., 2014).

No grupo deinibidores naturais, destacam-se asilibina, que reduz a expresséo dos genes
NorA eqgacA/B em S aureus (WANG et al., 2018); boeravinona B, que potencializa a agéo da
ciprofloxacina (SINGH et al., 2017); curcumina, inibidora da bomba TetK (CHAN et al.,
2011); berberina e columbamina, que interferem na sintese de ATP (GUEFACK et al., 2022);
e reserpina, que se liga diretamente a proteinas de transporte (NEYFAKH; BIDNENKO;
CHEN, 1991). Além disso, Oleos essenciais de orégano e nigela mostraram potencial na
modulacdo da expressdo de genes de efluxo e alteracdo 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
versiteis ainda representa um desafio significativo no combate a resisténcia bacteriana
(SPENGLER €t al., 2017). Nesse contexto, as chalconas se destacam pelo amplo espectro de
atividades biol 6gicas e pela capacidade de modular mecanismos de resisténcia (DA SILVA et
al., 2022). Essas moléculas, amplamente distribuidas em flores, folhas, frutos e raizes, podem
ser obtidas por sintese quimica ou semissintética (DE BRITO et al., 2022), apresentam baixa
toxicidade, coloracdo amarela caracteristica 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-inflamatéria (CHAV AN et al., 2023), antimicrobiana (DE
SOUZA et al., 2024), anticancerigena (QUAN et al., 2025) eantiviral (KIRTON et al., 2025),
além de potencializar a acéo de antibidticos e reduzir fatores de viruléncia, como a formacéo
de biofilme e a producéo de toxinas (MAURY A; AGRAWAL, 2024; NAWAZ et al., 2024,
NAWAZ; TAJAMMAL; QURASHI, 2023).

No entanto, investigagdes envol vendo derivados sintéti cos especificos, como achal cona
CMA4DMA, ainda sdo escassas. Assim, 0 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 terapéuticas contra infeccdes bacterianas resistentes.

2. Resultados
2.1. Atividade Antibacteriana In Vitro
2.1.1. Avaiagao da Concentracdo Inibitoria Minima (CIM)
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Ao andlisar aatividade antibacterianadireta, observou-se que a chal cona ndo apresentou
atividade diretano ensaio in vitro de concentracdo inibitériaminima (CIM), com valoresiguais
ou superiores a 1024 pg/mL para todas as cepas, considerados irrelevantes para avancos em
estudos clinicos. Quanto ao inibidor padré de bombas de efluxo Carbonyl Cyanide M-
Chlorophenyl Hydrazone (CCCP), foram identificados valores de CIM de 8 pg/mL paraacepa
1199 e 16 pg/mL paraacepa 1199B.

2.1.2. Inibicdo de Bombas de Efluxo por Modulago da CIM de Antibidticos e Brometo de
Etidio

Naandlise de possiveis alteracdes da CIM de antibi 6ticos e do brometo de etidio nacepa
1199 tipo selvagem, observou-se que a chalconafoi capaz de reduzir aCIM tanto do antibiotico
quanto do brometo de etidio. A CIM do antibiético diminuiu de 32 pg/mL para 8 pg/mL e,
quando a atividade do brometo de etidio foi avaliada em combinagdo com o adjuvante,
observou-se reducdo semelhante, de 32 pg/mL para 8 pg/mL. O controle positivo também
reduziu a CIM de 32 pg/mL para 0,5 pg/mL em ambas as associagOes, confor me mostrado na
FiguralenaTabelal.

S, aureus 1199

Norfloxacin

COCCP + Nerfla
CMA4ADMA + Norfle
EtBr

CCCY + EtBr
CMASDMA + E(Br

@Beg OO0

Minimum inhibitory concentration pg'ml (MIC)

Figural- 1: Avaliac8o da capacidade deinibir abomba de efluxo NorA pelo CMA4DMA contraacepa S aureus
1199, em associagdo com Norfloxacina e EtBr. Os valores representam a média geométrica+ DP (desvio padréo).
A andlisefoi realizada usando ANOV A one-way, seguida pelo teste de Tukey. **** = p <0,0001 vs. controle.

Quanto as ateraces da CIM na cepa 1199B, superexpressora de NorA, observou-se
gue a chalcona, como adjuvante, foi capaz de reduzir a CIM tanto do antibidtico quanto do
brometo de etidio: de 64 pg/mL para 16 pg/mL para o antibiotico e de 64 pg/mL para32 pg/mL
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para o brometo de etidio. O controle positivo CCCP reduziu aCIM de 64 pg/mL para 16 pg/mL
tanto para o antibidtico quanto para o brometo de etidio, conforme mostrado na Figura 2 e
Tabela 1.

:} S. awrcus 11998

-.é 70

= ————

= G0~

c

2

= BO0S

i =3 Norfloxacin

= 404 P

B B CCCP + Norflo

f 30+ veee B2 CMA4IDMA + Norflo
; 20= vt £ EiBr

E o3 CCCP+ BBy

= CMASDMA + EtBr
-

Figural- 2: Avaliag8o da capacidade deinibir abombade efluxo NorA pelo CMA4DMA contraacepa S aureus
1199B, em associacdo com Norfloxacina e EtBr. Osval ores representam amediageométrica+ DP (desvio padréo).
A andlise foi realizada usando ANOV A one-way, seguida pelo teste de Tukey. **** = p <0,0001 vs. controle.

Tabela |- 1: Concentragdo inibitéria minima (CIM) da Norfloxacina e do EtBr isoladamente e em combinagéo
com CMA4DMA e CCCP, contra as cepas S aureus 1199 e 1199B. Os valores representam a média geométrica
em pg/mL.

S. aureus 1199 S. aureus 1199B
Norfloxacina 32 pg/mL £1 64 ng/mL £ 1
Norfloxacina+ CCCP 0.5ug/mL+1 16 pg/mL £ 1
Norfloxacina+ CMA4DMA 8 ug/mL +1 25 pg/mL £ 1.5
EtBr 32pug/mL+1 64 pg/mL £ 1
EtBr + CCCP 0.5 pg/mL +1 16 pg/mL +1
EtBr + CMA4DMA 8 ug/mL +1 25 ug/mL+ 1.5

2.1.3. Avdliacdo da Inibicdo da Bomba de Efluxo NorA pela Medicéo da Fluorescéncia do
Brometo de Etidio

Na avaiacd do acumulo de brometo de etidio (EtBr) em S aureus 1199B, o
CMA4DMA na concentragao de 200 pg/mL causou um aumento significativo de 15% na
fluorescéncia do EtBr em comparacdo ao controle negativo. Um resultado semelhante e

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

S. aurcus 11998
FABr accamulation

120+

80
W 3 Negative control

B CCCP 200 pg/ml.

E CCCP 1o pg/mi

CMA4DMA 200 pg'mL

CMAIDMA 100 ug/'mL

40

Percentage of flusrescence (%)

& A o

& R & -
o & & &
& &

Figural- 3: Avaliacdo dainibicdo da bomba de efluxo NorA pelo CMA4DMA nas concentragdes de 200 pg/mL
€100 pg/mL . Avaliada pela medicdo da fluorescéncia do EtBr em S aureus 1199B. Os resultados s80 expressos
como percentual de fluorescéncia. **** = p <0,0001 vs. controle negativo; ns = ndo significativo.

Tabelal- 2: Percentual médio defluorescénciado EtBr paracadagrupo. Asabreviagdesa, b ecindicam diferencas
estatisticas entre os grupos.

Grupos Média e Desvio Padrio
Controle Negativo 659+15%2
CCCP 200 pg/mL 86.8+ 3.6°
CCCP 100 pg/mL 65.7+2.32
CMA4DMA 200 pg/mL 80.8+3°
CMA4DMA 100 pg/mL 64+2¢2

2.1.4. Avaiagdo do Aumento da Permeabilidade da Membrana Bacteriana

Observou-se que 0o CMA4DMA, nas concentragdes de 200 pg/mL e 100 pg/mL, ndo
aumentou aintensidade dafluorescénciado SYTOX Green em comparacdo ao controle negativo
nas cepas testadas, ndo apresentando diferenca estatisticamente significativa em relagdo ao
controle negativo. 1sso indica que o composto ndo afeta a permeabilidade da membrana. O
controle positivo, polimixina B nas concentragdes de 200 pg/mL e 100 pg/mL, aumentou
significativamente a intensidade da fluorescéncia em 39% e 29% nacepa S. aureus 1199B. As
medi¢des de fluorescéncia do SYTOX Green ndo mostraram alteracBes estatisticamente
significativas (Figura4; Tabela 3).
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Membrane permeability
S, aureus 119980

120+

Negative contral

Polymisio 200 yg/ml.

Polyvmivin 100 pg'ml
CMA4DMA 200 ug/ml.
2 CMASDMA 100 pz/ml

BEEDODO

Percentage of fMluorescence (%)

Figura I- 4: Avadliagdo da acdo do CMA4DMA nas concentracBes de 200 pg/mL e 100 pg/mL sobre a
permeabilidade da membrana bacteriana de S. aureus 1199B. p <0,0001 vs. SYTOX Green. Os resultados sdo
expressos como intensidade média de fluorescéncia.

Tabelal- 3: Percentual médio de fluorescénciado SYTOX Green paracadagrupo. As abreviagbesa, b e cindicam
diferencas estatisticas entre os grupos.

Grupos Média e Desvio Padrao
Controle negative 5124 2
Polimixina 200 pig/mL 90.7£2%0
Polimixina 100 pig/mL 80+3¢
CMA4DMA 200 pg/mL 524+ 92
CMA4DMA 100 ug/mL 50 +5.42

2.2. Andlise de Docking Molecular

Como exemplo, as interacdes ligante-proteina formadas entre a sequéncia antigénica
Fab e os residuos da bomba de efluxo NorA foram mapeadas (ver Figura 5a). Observou-se que
as porgdes arométicas do antigeno formaram uma série de interac6es hidrof dbicas com residuos
de cadeias laterais alquil ou aromaéticas (Figura 5). Entre estes, é possivel destacar os residuos
Phel40, 11e244 e Phe303 (Figura 5b), que sdo caracterizados como residuos de interacéo de
substratos conhecidos da bomba de efluxo NorA, como a norfloxacina (DA SILVA et al.,
2020). Estes residuos séo fundamentais para a identificagdo de novos inibidores da NorA a
partir da cepa 1199B (BRAWLEY et a., 2022).
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Figural- 5: (A) Representacdo tridimensional do docking do antigeno Fab (bastéo ciano) em relacdo ao sitio de
ligac8o dabomba de efluxo NorA da cepa S. aureus 1199B (superficie roxa), e (B) visualizaco tridimensional do
docking do antigeno Fab (bast&o ciano) no dominio transmembranar da NorA (desenho cinza) em relagcdo aos
residuos do sitio ativo (bastéo cinza)

Ao andlisar as poses da simulacdo de docking em relacéo a bomba de efluxo NorA da
cepa S. aureus 1199B, observou-se que a chalcona CMA4DMA se ligou dentro do dominio
onde o antigeno Fab esta complexo, ocupando a mesma cavidade de ligacdo que os antibi6ticos
Norfloxacina e Ciprofloxacina, designada como dominio de ligagdo da bomba de efluxo NorA
(Figura 6a). A cavidade deste dominio possui uma &rea de superficie molecular prevista de
1260,43 A2 (Figura 6b), onde pode ser observada uma maior distancia espacial em relagdo ao
controle CCCP (carbonilcianeto m-clorofenil-hidrazona), corroborando as analises
experimentais, nas quais 0 CCCP reduziu a concentracdo inibitéria 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 ligacdo (BA) de -7,504 kcal/mal,
energeticamente mais favorével que a Norfloxacina, que apresentou BA de —7,242 kcal/mol
(Tabela 4). Todas as melhores poses selecionadas foram realizadas dentro de um limite
estatistico favoravel de RMSD <2,0 A, garantindo a reprodutibilidade do protocolo de docking
(YUSUF et al., 2008).

A andlise das interagdes ligante-receptor revelou que a CMA4DMA (verde) formou
interacOes hidrofdbicas com as porgoes alquil dos residuos Leu218, 11e309, Arg310 e 11€313,
enquanto a Norfloxacina (azul) tendia a formar interagdes hidrofobicas com residuos
aromaticos, incluindo Phel40 e Phe303, que sdo residuos vizinhos dentro da cavidade do
dominio deligagdo (Figura6c) (FOKOUE et al., 2020). Quando comparada com o EtBr (Figura
6d), observou-se que ocorreram interagdes distintas, embora proximas da CMA4DMA,
formadas entre o controle e residuos arométicos (Phe140, Tyr225 e Phe303). E importante notar
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gue umainteracdo de ligagdo de hidrogénio foi formada entre o grupo NH2 da CMA4DMA e
a porcdo polar de Thr211, onde a distancia calculada doador—aceptor de 2,28 A indica
interagdes polares moderadas a fracas (2,5 < d[A] < 3,1), com uma ligacio mais forte em

comparacgo a Norfloxacina (d = 2,80 A) (IMBERTY et al., 1991).

NorA M pump
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Figura |- 6: (A) Estrutura tridimensional da bomba de efluxo NorA da cepa S aureus 1199B (branca) co-
cristalizada com o antigeno Fab (ciano) e complexada com a chalcona CMA4DMA, os antibi6ticos Norfloxacina
e Ciprofloxacina, e os controles EtBr e CCCP, destacando o sitio de ligacdo (cor azul). (B) Ampliagéo da &rea de
superficie molecular da cavidade prevista para o dominio de ligagdo da bomba de efluxo NorA. (C) Visualizagdo
tridimensional das interagdes ligante-receptor formadas entre os ligantes CMA4DMA (verde) e o antibidtico
Norfloxacina (azul) e os residuos do dominio de ligagdo da bomba de efluxo NorA. (D) Visualizacdo
tridimensional das interacOes ligante-receptor formadas entre os ligantes CMA4DMA (verde) e o controle EtBr
(laranja) e os residuos do dominio de ligagdo da bomba de efluxo NorA.

Tabela |- 4: Dados das interagdes ligante-receptor observadas nas simula¢fes de docking molecular entre a
chalcona CMA4DMA e os ligantes de controle (Norfloxacina, Ciprofloxacina, EtBr e CCCP)* contra as bombas
de efluxo NorA.

. Ea I nter acOes ligante-r eceptor
Ligante  ojmony RMSD(A) ——0 Residuo (distancia em A)
Leu218 (3.50), 11e309 (3.22),
Hidrofdbica [1€309 (3.86), Arg310 (3.43),
CMA4DMA  -7.504 0.118 11313 (3.57)
Ponte de
Hidrogénio Thr211 (2.28)
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Phel40 (3.61), Glu222 (3.94),

Hidrofobica
- 116244 (3.60), Phe303 (3.51)
Norfloxacina* —7.242 0.497 Ponte de Glu222 (2.80), Asp307
Hidrogénio (2.60)
. Glu222 (3.51), 11€240 (3.59),
Ciprofloxacina*  —6.427 1.748 PICTOIODIEA  11epa4 (3.69). 110244 (354
P : ' Ponte de Ser226 (2.77), Ser226(2.35),
Hidrogénio Asp307 (3.04)
Phel40 (3.81), Phel40 (3.59),
o Glu222 (3.88), Glu222 (3.88),
Hidrofobica ¢ 505 (3 58). 116244 (3.64),
EtBr* -8.363 0.966 Phe303 (3.69)
Ponte de
Hidrogénio Ser 226 (3.46), Asp307 (2.24)
Interagdo n—7 Phe303 (4.74)
Hidrofopica €L (389, Fzgegg) (3.97), Phe4?
CCCP* -6.879 1.409 Ponte de :
—onte de GIn51 (2.94), Asn340 (2.33)
Hidrogénio

Nota: em negrito, destacam-se as interagdes comuns apresentadas pel os ligantes de controle em relacdo ao Fab25
co-cristalizado.

2.3. Estudo In Slico ADMET
2.3.1. Predicéo da Permeabilidade Celular

Naandlise preditiva ADMET, a permeabilidade celular efetiva (Papp) em células Caco-
2 mostrou forte correlagdo com os parametros fisico-quimicos calculados de lipofilicidade
(logP) e solubilidade aquosa (logS). Para os parametros preditos, foi calculada uma correlacéo
estatisticade r = 0,93, indicando uma relacéo diretamente proporcional entre Papp em Caco-2
e logP. O composto CMA4DMA ocupou um espaco fisico-quimico estatisticamente mais
préximo dos controles EtBr e CCCP, onde os indices 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 espaco “drug-like” (Figura 7b), o logP calculado de 2,74 posicionou o
CMA4DMA dentro da faixa ideal de lipofilicidade segundo o sistema de classificacéo
biofarmacéutica 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) (Tabela5). O
valor de TPSA de 46,33 A2, amplamente influenciado pelo grupo NH2, esteve dentro do limite
otimo para melhorar as propriedades farmacocinéticas e reduzir o risco de toxicidade in vivo
(40-90 A2). O escore QED de 0,525 reforca a viabilidade farmacocinética do composto.

O valor predito de Papp em células Caco-2 foi 1,38 x 107° cm/s, indicando maior
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permeabilidade intestinal em comparacdo com Norfloxacina e Ciprofloxacina, que
apresentaram valores abaixo de 1,0 x 107> cm/s (Tabela 6). Em células MDCK, valores preditos
de permeabilidade acima de 1,5 x 10~° cm/s sugerem que o CMA4DMA, assim como EtBr e
CCCP, pode apresentar alta permeabilidade em linhas celulares mais seletivas. A probabilidade
predita de interacdo com o transportador de efluxo P-gp indicou baixa probabilidade de
CMA4DMA ser um substrato, caracteristica associada a compostos de baixa polaridade (TPSA
<90 A>).

Quanto a distribuicdo, o Vdss predito de 0,37 L/kg sugere que o composto pode se
distribuir relativamente de forma equilibrada entre o plasma sanguineo e os tecidos biol 6gicos.
As previsdes de ligagdo a proteinas plasmaticas indicaram PPB >90%, provavelmente devido a
baixa polaridade do composto e a natureza hidrofébica da molécula, favorecendo a ligacéo

dentro das cavidades hidrof 6bicas das proteinas séricas.

Tabela |- 5: Propriedades fisico-quimicas calculadas para CMA4DMA e aplicadas ao critério de estimativa
quantitativa de “druglikeness” (QED)".

Propriedade Valor Faixa 6tima
logP 2.74 <5.0
logS -3.78 >-3.0

MW (g/mol) 266.14 200-500

TPSA (A?) 46.33 40-90
nHA 3 <10
nHD 2 <5
nRot 4 <10

AROM 2 <3
QED! 0.525 -

Nota: o0 QED foi estimado a partir da Equagéo (1)

o}

Cell bilit dicti
A ell permeability prediction B O = O
{ 3 = N/
‘ ’ Ewua* » & NH, I
CMA4DMA

logP

nRot MW

Insatu TPSA

logS Drug-like space
CMA4DMA

Figural- 7: (A) Alinhamento entre a permeabilidade aparente (Papp) em células Caco-2 e logP, e correlagdo com
descritores fisico-quimicos de solubilidade aguosa (logS), peso molecular (MW) e nimero de aceitores de ponte
de hidrogénio (nHA); e (B) radar de propriedades “drug-like” para os valores calculados para CMA4DMA em
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relacdo aos limites de logP entre —2,0 e 5,0, MW entre 200-500 g/mol, TPSA entre 20-120 A2, logS > 3,0,
insaturagdo (Fsp3 > 0,5) e nRot < 10.

2.3.2. Permeacéo Cerebral e Intestinal e Cardiotoxicidade

No mapa de potencial de lipofilicidade molecular (MLP), foram identificadas as
contribuigdes estruturai s que favorecem aabsorcdo intestinal humana (HIA) e apermeabilidade
da barreira hematoencefdlica (BBB). A andise de superficie indicou que o grupo NH2 do
CMA4DMA é dtamente polar e apresenta uma grande area de superficie acessivel ao solvente
(espectro vermelho), enquanto os anéis aromaticos substituidos concentram a maior parte da
superficie lipofilica do composto (espectro azul), resultando em um logP calculado de 2,74,

consistente com afinidade 6tima para ambientes lipofilicos (Figura 8a).

Essa propriedade sustenta uma HIA estimada de 88,76% (Figura 8b), ja que compostos
lipofilicos permeiam membranas celulares mais facilmente e, portanto, apresentam absor¢éo
aumentada. A lipofilicidade moderada a ata (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 1ogBB predito de 0,87 correlacionou-se
com a permeabilidade preditaem 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 lipofilica dos anéis arométicos substituidos foi associada a
possivel inibicdo dos canais hERG (human Ether-a-go-go-Related Gene). A predicdo in silico
sugeriu que o sistema aromatico o,B-insaturado contribui negativamente para a inibicdo
dependente de K+ dos canais hERG, resultando em um IC50 estimado de 6,104 uM e um plC50
de 5,21 + 0,35 (Figura 8d). O teste de similaridade de dados previu ainda uma possivel inibicéo
pKi de 5,43, com 33% de similaridade com inibidores conhecidos de hERG (Figura 8e), e um
pl C50 predito de 5,69 com 67% de similaridade com compostos documentados como inibidores
de hERG nabase ADMET-LMC (Figura 8f).
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Figural- 8: (A) Mapade potencia delipofilicidade molecular (MLP), (B) predi¢o de absor¢do intestinal humana
(HIA), (C) predicdo da permeabilidade da barreira hematoencefélica (logBB), (D) mapa 2D de suscetibilidade a
inibicdo dos canais hERG dependentes de K+ (human Ether-a-go-go-Related Gene), (E) afinidade com hERG
expressa como potencia de inibicdo (pKi), (F) atividade de inibico de hERG expressa como concentragdo
inibitéria (pl C50).

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

Propriedade = CMA4DMA Norflo Cipro EtBr CCCP
Paop CACO-2 1 35, 105 220x10° 1.38x10° 7.41x10° 154 x 10~
(cm/s)
Pap MDCK 1 90x 105  676x10° 6.02x10° 1.86x10° 1.55x 10
(cm/s)
P-gp
(probability) 0.04 0.99 0.98 0.99 0.00
H 6
CL Hepa (UL/Min/10 76.50 12.81 2.90 55.67 64.28
cells)
CLMicro
(mL/minka) 10.58 6.20 3.31 6.55 3.49
Vdss
Lk 0.37 0.21 0.26 0.74 ~0.70
PPB (%) 94.31 20.36 2551 83.13 97.99

2.3.3. Sitio de Metabolismo e Toxicidade Aguda em Ratos

A predicdo do sitio metabdlico indicou que o CMA4DMA contém um grupo —N(CH3)2,
gue contribui negativamente (espectro de cor vermelha) para o metabolismo de primeira
passagem. Esse sitio foi identificado como um sitio de N-desalquilagdo mediado pelas
principais isoformas do CY P450, incluindo CYP2D6, CYP2C9 e CYP3A4 (Figura 9a). Essa
biotransformacdo pode gerar adeidos instaveis e radicais livres capazes de interagir com
macromoléculas como o DNA, potencialmente levando a efeitos hepatotdxicos (DANG et al.,
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2018). O teste de similaridade de dados confirmou que este € um sitio metabdlico
estruturalmente especifico dentro dos limites aceitaveis de similaridade (Figura 9b) (ZHENG
et al., 2009).

A cinética de primeira passagem predita sugeriu uma depuracdo hepatica (CLHepa) de
76,50 puL/min/10°¢ células, indicando que o CMA4DMA poderia ser metabolizado mais
rapidamente por hepatécitos do que a Norfloxacina e a Ciprofloxacina, que apresentaram
valores de CLHepa abaixo de 15 pL/min/10° células, consistente com maior estabilidade
metabdlica e biodisponibilidade oral (Tabela6) (DI et al., 2012).

Em nivel microsomal, os vaores de depuragdo preditos (CLMicro) indicaram que a
Norfloxacina e a Ciprofloxacina sdo metabolicamente mais estaveis (<8,0 mL/min/kg) em
comparacdo com 0 CMA4DMA, que apresentou CLMicro predita de 10,58 mL/min/kg,
refletindo instabilidade metabdlica relativa e excregdo mais rapida da chalcona na primeira
passagem (Tabela 6) (PETTERSSON et al., 2016).

As predicbes de toxicidade em ratos revelaram uma LD50 ora de 1924 mg/kg,
ligeiramente abaixo do limite gera de seguranga (LD50 >2000 mg/kg), sugerindo possivel
toxicidade devido a ativagdo metabdlica (Figura 9c) (GONELLA DIAZA et al., 2015). Para
vias parenterais, os valores de LD50 preditos foram <500 mg/kg para administracéo
intraperitoneal (IP) e intravenosa (1V), indicando maior toxicidade sistémica quando o
metabolismo de primeira passagem é contornado. Para administracdo subcuténea, a LD50
predita de aproximadamente 893,7 mg/kg sugeriu que essa via poderia ser viave,

particularmente para terapias tépicas ou de infecgdes localizadas (Figura 9c).

A - c Rat acute toxicity prediction
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Figural-9: (A) Mapadereatividade 2D e predicéo do sitio de metabolismo dachalconaCMA4DMA, (B) espectro
de similaridade de dados em relagdo a fragmentos reativos depositados no conjunto de treinamento STopTox, e
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(C) predicdo da dose letal (LD50) em ratos para diferentes vias de administracdo: oral, IP — intraperitoneal, IV
— intravenosa, e SC — subcuténea.

3. Discussdo

A ausénciade umaMIC relevante ndo desqualifica compl etamente uma substancia para
aplicacOes potenciais em outros estudos contra microrganismos, especialmente quando se
considera seu possivel uso como adjuvante antibiético. No caso dos inibidores de bombas de
efluxo, a auséncia de atividade direta pode até aumentar sua aplicabilidade, como observado na
literatura (WANG; VENTER; MA, 2016).

Restaurar a atividade de antibioticos ou outros agentes antibacterianos por meio de
adjuvantes € uma das principais estratégias atualmente empregadas para controlar cepas que
apresentam multiplos mecanismos de resisténcia a farmacos antibacterianos ou outros agentes
bactericidas (GONZALEZ-BELLO, 2017). Isso é particularmente relevante, pois a descoberta
de novos antibidticos eficazes é cada vez mais rara. Além disso, mesmo quando um novo
antibidtico é descoberto, a probabilidade de que seu uso indiscriminado leve a resisténcia
bacteriana é dta (BOUCHER et al., 2013). Vérios métodos existem para avaliar a capacidade
de substancias em restaurar a atividade antibiética e, consequentemente, identificar os
mecani smos de resi sténcia bacteriana envolvidos. A reducéo na concentracdo inibitériaminima
(MIC) é uma das primeiras andlises redlizadas para indicar a restauracdo da atividade
antibidtica, geramente utilizando concentragdes subinibitérias das substancias testadas em
combinacdo com um antibiético ou outro agente antibacteriano (DAVIES; SPIEGELMAN;
YIM, 2006).

No presente estudo, como mostrado na Figura 1, a CMA4DMA em concentragoes
subinibitériasfoi capaz de restaurar a atividade antibiéticapelareducdo daMIC, efeito também
observado em combinacdo com brometo de etidio. No caso do brometo de etidio, areducéo da
MIC indica inibicdo da bomba de efluxo, refor¢ada pela acdo do controle positivo, o inibidor
de bomba de efluxo CCCP. Vale destacar que a cepa SA1199 possui a bomba de efluxo NorA
com expressdo basal, e a reducdo da MIC observada nessa cepa pode indicar inibicdo da
expressdo basal dabombaNorA (ZIMMERMANN et al., 2019).

A cepa SA1199B é amplamente descrita na literatura por sua ata resisténcia a
norfloxacina e outras quinolonas (KAATZ; SEO, 1995; NEYFAKH; BORSCH; KAATZ2,
1993). A resisténcia a essa classe de antibioticos em S. aureus pode ocorrer via bombas de
efluxo ou por modificagdes na topoisomerase, alvo principal das quinolonas (KAATZ; SEO,
1997). A reducdo da MIC nessa cepa, como observado em SA1199, pode estar associada a
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inibicdo de mecanismos de resisténcia previamente descritos. A cepa SA1199B superexpressa
abomba NorA, e adiminuicdo da MIC contra certos antibi6ticos sugere fortemente a inibicéo
desse transportador, especialmente quando sua expressdo € elevada na membrana celular
bacteriana. Para descartar interferéncia de outros mecanismos, € prética comum avaiar a
reducdo da MIC em brometo de etidio, substrato caracteristico de NorA, juntamente com o
efeito do CCCP como referéncia 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 chal conas naturaisisoladas de Arrabidaea brachypoda (Rezende-Jinior et
al., 2020) e chalconas sintéticas (SIQUEIRA et al., 2021) demonstraram que, semel hantemente
a CMA4DMA, as chalconas ndo apresentam atividade antibacteriana direta, mas reduzem
significativamenteaM | C danorfloxacinaem cepas SA1199B e do brometo de etidio, indicando
inibicdo dabombaNorA. Experimentos de docking confirmaram a sobreposi ¢ao do ligante com
o sitio de ligacdo da norfloxacina na NorA. Esses resultados sdo especialmente similares aos
observados com CMA4DMA, onde o grupo amino no anel fendlico contribuiu positivamente
para a reducdo da MIC em cepas portadoras de NorA (REZENDE-JUNIOR et a., 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 B-lactamases (DA SILVA et al., 2024) e
K2068, portadoras de MepA (DA SILVA et a., 2024). Nenhuma atividade intrinseca (MIC
>1024 pg/mL) foi observada em ambos os estudos. Na cepa K4100, a CMA4DMA nio inibiu
B-lactamase, mas reduziu significativamente a MIC de EtBr de 64 para 32 pg/mL. No estudo
contra a cepa K2068, foram observadas reducdes significativas da MIC para ciprofloxacina e
brometo de etidio. Estudos de docking confirmaram que a chalcona pode se ligar a0 mesmo
sitio ocupado pelo inibidor padro clorpromazina, interagindo com residuos 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 resisténcia 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 fluorescéncia devido a maior
acumulagdo intracelular de brometo de etidio corrobora os resultados de reducéo da MIC,
apoiando a inibicdo da bomba de efluxo. A CMA4DMA promoveu aumento do EtBr

intracelular, tornando-o mais disponivel paraintercalar com o DNA bacteriano, consequéncia
50
Producéo Cientifica




dainibicdo da bomba de efluxo, que normalmente expulsa 0 composto da célula (Paix&o et a.,
2009).

Estudos de acumulacéo intracelular de brometo com CMA4DMA em S aureus 1199B
s80 inexistentes, mas estudos com outras chal conas demonstram ainibi¢do da bomba de efluxo
com aumento de fluorescéncia devido a acumulacéo de EtBr, como no estudo de HOLLER et
al., 2012, que avaliou uma biblioteca de 117 chalconas quanto a inibicdo da bomba NorA
mediada por EtBr. Além disso, JESUS et al. (2022), avaliaram derivados de chal cona capazes
de aumentar a acumulagdo de EtBr em S aureus por inibicdo de bombas de efluxo,
corroborando os achados do presente estudo.

De acordo com a Figura 4, a chalcona CMA4DMA néo aterou a permeabilidade da

TR

acdo para alguns compostos que visam bombas de efluxo, a interaco direta com a bomba €
mais comum (LI; NIKAIDO, 2009; UGHACHUKWU; UNEKWE, 2012). Excecles existem,
como no estudo de TINTINO et al., 2020, onde a menadiona atuou tanto diretamente na bomba
quanto indiretamente na membrana plasmética. E provavel queaCMA4DMA atue em um sitio
de ligac&o na proteina NorA, conforme sugerido pelos estudos de docking molecular.

Os resultados de docking indicam que a CMA4DMA se liga eficazmente ao mesmo
dominio da bomba de efluxo NorA onde antibi éti cos fluoroquinol énicos, como Norfloxacinae
Ciprofloxacina, interagem. A afinidade de ligacdo mais favoravel da CMA4DMA em
comparacado a Norfloxacina sugere maior estabilidade energética dessa interacdo, reforcando

seu potencial como modulador da atividade de efluxo.

As interacfes hidrofdbicas de CMA4DMA com residuos aliféticos (Leu218, 11e309,
Arg310 e 1le313), digtintas das interacbes aromaticas predominantes observadas para
Norfloxacina e EtBr, indicam que aCMA4DMA ocupa a cavidade de forma diferenciada. Essa
divergéncia pode favorecer efeitos sinérgicos com antibidticos, aterando a dinamica
conformacional do sitio deligagdo. Fendmeno semel hante foi observado em estudos de docking
associados a inibicdo da cepa 1199B (DA SILVA et al., 2020).

A ligacdo por ponte de hidrogénio observada entre CMA4DMA e Thr211 reforga ainda
mais o perfil de ligagdo, com disténcia doadora-aceptora menor indicando interagdes polares
mais estaveis do que aguelas da Norfloxacina. A disténcia espacial da CMA4DMA em relacéo
ao controle CCCP corrobora os achados experimentais, onde o CCCP potencializou a atividade

da Norfloxacina e EtBr, sugerindo sobreposi¢éo mecanica nainibicdo da bomba de efluxo.

51

Producéo Cientifica



Em conjunto, os achados suportam a hip6tese de quea CMA4DMA tem efeito inibitorio
potencial sobre a bomba de efluxo NorA, potencializado na presenca de antibioticos,
destacando-a como candidata promissora para estudos futuros de modulacdo de bombas de

efluxo e reversdo da resisténcia antibiotica.

Os resultados preditivos de ADMET indicam que a CMA4DMA possui propriedades
fisico-quimicas compativeis com ata permeabilidade celular, fortemente correlacionada com
lipofilicidade (logP). Sua posic¢éo no radar de propriedades "drug-like" — dentro doslimites de

logP, MW e TPSA — reforca o alinhamento com caracteristicas de compostos orais.

O valor predito de Papp em células Caco-2, superior ao dos antibioticos de referéncia
Norfloxacina e Ciprofloxacina, sugere maior absorcdo 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 acumulo intracelular eficiente, potencializando sua acéo

antimicrobiana.

O Vdss previsto, dentro da faixa aceitavel, indica que o composto pode acancar
equilibrio adequado entre plasma e tecidos, minimizando risco de acUmulo excessivo. A dta
ligacdo a proteinas plasmaéticas (>90%), tipica de moléculas lipofilicas de baixa polaridade,
pode influenciar afragdo livre disponivel para acéo farmacol gica, mas também contribui para

estabilidade plasmética e tempo de circulacéo prolongado.

O mapaMLP eas predices de ADMET sugerem gue o balanco estrutural entre regides
polares e lipofilicas na CMA4DMA é determinante para seu perfil farmacocinético. O
predominio de anéis aromaticos lipofilicos, combinado com um Unico doador polar NH2,
proporciona logP ideal de 2,74, associado a ata absorcéo intestinal e permeacéo eficiente. A
HIA prevista de quase 89% reforca seu potencial para administracéo oral.

Valores previstos de logBB e permeabilidade MDCK indicam que a CMA4DMA pode
atravessar a barreira hematoencefdlica, consistente com distribuicéo de compostos ativos no
SNC. Embora isso favoreca eficicia em tecidos com barreiras seletivas, também sugere risco
de efeitos forado avo no SNC.

Um aspecto de seguranca é ainteracdo prevista com canais hERG. O sistema aromético
o,B-insaturado contribui para potencial moderacdo na inibicio hERG, com valores de IC* e
plC*° sugerindo blogueio parcial de canais K+. A similaridade de dados com inibidores hERG
conhecidos (33-67%) indica risco moderado, importante para exposi¢do crénica, enfatizando
necess dade de validagdo experimental.

A previsdo metabdlica indica que o grupo —N(CH3)2 é um ponto critico de N-
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desalquilagdo mediada por isoformas CY P450. Embora essa via contribua para depuragéo,
também representa risco de geracéo de intermediarios reativos, como aldeidos e radicaislivres,
com potencial hepatotoxico. Isso se alinha com o LD50 oral moderado, préximo ao limite de

compostos ndo-tdxicos.

Comparada a Norfloxacina e Ciprofloxacina, a CMA4DMA apresenta menor
estabilidade metabdlica, refletida em valores mais altos de depuracédo hepatica e microsomal,

implicando menor biodisponibilidade oral devido a metabolismo de primeira passagem.

Os valores previstos de LD via diferentes vias de administracio destacam o papel do
metabolismo hepatico na mitigacdo da toxicidade sistémica. Enquanto avia ora pode proteger
parcial mente contra efeitos adversos, a administragdo intravenosa ou intraperitoneal aumentaa
toxicidade prevista. A via subcutanea mostrou LD intermediério, sugerindo viabilidade para

aplicagdes localizadas ou topicas.

Em resumo, emboraa CMA4DMA apresente atributos farmacol 6gi cos promissores, sua
instabilidade metabdlica e riscos de toxicidade exigem avaliacdo cuidadosa. Otimizacéo
estrutural para reduzir N-desalquilacdo mediada por CY P ou exploracdo de rotas alternativas

de administracdo pode ser essencial para melhorar seu potencial terapéutico.
4. Materiais e Métodos
4.1. Sintese Quimica

A chalcona CMA4DMA foi sintetizada por meio de uma reacéo de condensacéo de
Claisen-Schmidt  sob  condicbes basicas, utilizando 3-aminoacetofenona e 4-
(dimetilamino)benzaldeido como reagentes de partida (DA SILVA et a., 2024).

A rota sintética estd ilustrada no Esquema 1, e a estrutura quimica da CMA4DMA é

apresentada na Figura 10.
o) fo) 0]
+ H NaOH 50% 0 Z O
—_— >
N/ EtOH N/
NH2 I NH, I

Esquema |- 1: Sintese da aminochal cona.
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Figura |- 10: Estrutura da chalcona (2E)-1-(3'-aminofenil)-3-(4-dimetilaminofenil) prop-2-en-1-ona
(CMA4DMA).

4.2. Docking Molecular de NorA e CMA4ADMA

Paraainvestigacao tedrica do efeito antimicrobiano contra S. aureus, 0 model o proteico
da bomba de efluxo NorA da cepa 1199B foi obtido do repositério RCSB Protein Data Bank
(https://www.rcsb.org/), depositado sob o ID PDB 7LO7. Essa estrutura € classificada como
uma proteina transportadora expressa em E. coli, com sua conformacdo tridimensional
resolvida por microscopia eletrénica a uma resolucgo de 3,74 A. Para o preparo da proteina
antes das simulacdes de docking molecular, utilizou-se 0 AutoDockTools™ versdo 1.5.7
(https://autodocksuite.scripps.edu/adt/) para adicionar alomos de hidrogénio, calcular as cargas
de Gasteiger e gjustar os parametros da grid-box. A grid-box foi configurada para cobrir todo
0 espaco conformacional da proteina, com dimensdes x = 54, y = 58, z = 62, centralizada em X
= 137578, y = 138,065 z = 156,646. Em seguida, o AutoDock Vina™
(https://vina.scripps.edu/) foi configurado para realizar 50 simulagdes independentes, com 20
poses cada, para todos os ligantes otimizados pelo méodo Merck Molecular Force Field
(MMFF94) no Avogadro 2 (https.//two.avogadro.cc/). Os critérios de validacdo para a pose

6tima das simulactes de docking molecular incluiram baixo desvio quadratico médio (RMSD
<2,0 A) e baixa energia de afinidade (Rate < —6,0 kcal/mol), utilizando as poses de ligagdo dos
antibidticos caracterizados norfloxacino e ciprofloxacino como controle (MARINHO et al.,
2020).

4.3. Estudo In Slico de ADMET

Para a andise das propriedades de absorcéo, distribuicdo, metabolismo, excrecdo e
toxicidade (ADMET), foi aplicado um protocolo preditivo baseado na estimativa quantitativa
de similaridade com farmacos (QED — Quantitative Estimate of Drug-likeness), conforme

apresentado na Equacgéo (1):
QED = exp (% . lndl-) 1)
Onde n é o numero de propriedades fisico-quimicas (i) calculadas, e d é a funcéo de
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desejabilidade, que considera os seguintes limites: peso molecular (MW) < 500 g/mol,
lipofilicidade (logP) < 5, doadores de ligacao de hidrogénio (HBD) < 5, aceitadores de ligacao
de hidrogénio (HBA) < 5, érea superficial polar topolégica (TPSA) < 140 A2, ligaghes
rotacionaveis (nRot) < 10, anéis aromaticos < 3 ¢ alertas estruturais < 1 (n = 8). A soma desses
parémetros resulta em um escore variando de 0,0 (baixa semelhanga com farmacos) a 1,0 (alta
semelhanca com farmacos) (BICKERTON et al., 2012). O alinhamento desses descritores foi
analisado segundo as regras de Lipinski (LIPINSKI, 2004), aregrada Pfizer (HUGHES et al .,
2008), aregra do Triangulo Dourado (JOHNSON; DRESS; EDWARDS, 2009) e aregra da
GlaxoSmithKline (GSK).

Para a predicdo dos descritores farmacocinéticos, foram utilizados os seguintes
servidores: ADMETIlab 3.0 (https://admetlab3.scbdd.com/), ADMET-AI
(https://admet.ai .greenstonebio.com/), ADMET-LMC (http://gsar.chem.msu.ru/admet/), Pred-
hERG (https://predherg.labmol.com.br/), SwissADME (http://www.swissadme.ch/), As
propriedades analisadas incluiram: permeabilidade celular efetiva (Papp), absorcdo intestinal

humana (HIA), permeabilidade da barreira hematoencefdlica (BBB), depuracdo hepatica
(CLHepa), volume de distribuicdo (Vdss) e cardiotoxicidade via inibicdo do canal hERG
(human Ether-a-go-go-Related Gene).

Para a predicao dos sitios de metabolismo, foram empregados os servidores SMARTCyp
(https://smartcyp.sund.ku.dk/mol_to som), FAME 3 (https.//nerdd.univie.ac.at/fame3) e
SopTox (https://stoptox.mml.unc.edu/). A andlise dos fragmentos suscetiveis ao metabolismo
dependente do citocromo P450 (CYP450) foi correlacionada com a predicéo 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 superexpressaa proteinade efluxo NorA, associada aresisténciaa 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 agar sangue (Difco LaboratoriesLtd., Sdo Paulo, Brasil). Elas sdo preservadas por
criopreservacdo a—80 °C em solugdo de glicerol no Laboratério de Microbiologia e Biologia
Molecular da Universidade Regional do Cariri (URCA). Para 0 preparo experimental, as cepas
foram cultivadas por 24 h a 37 °C em agar infusdo cérebro-coracéo (BHI Agar, Acumedia
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Manufacturersinc.).
4.4.2. Meios de Cultura

Os meios de cultura utilizados nos ensaios microbiologicos foram: Infusdo Cérebro-
Coragdo Agar (BHI Agar, Acumedia Manufacturers Inc.), preparado conforme instrugoes do
fabricante; e Infusdo Cérebro-Coragdo (BHI, Acumedia Manufacturersinc.), preparado a 10%

de concentragéo.
4.4.3. Substancias

Os antibidticos (norfloxacino e ciprofloxacino) e a chacona CMA4DMA foram
dissolvidos em dimetilsulféxido (DM SO) e agua estéril, mantendo a propor¢cdo de DM SO
abaixo de 5%. O brometo de etidio (EtBr) foi dissolvido em agua destilada estéril, enquanto o
carbonil cianeto m-clorofenil hidrazona (CCCP) foi dissolvido em metanol/agua (1:1, v/v).

Todas as substéncias foram preparadas a uma concentracdo padréo de 1024 pg/mL.
4.4.4. Determinacdo da Concentragdo Inibitoria Minima (CIM)

A CIM da chalcona CMA4DMA foi determinada pelo método de microdiluicdo em
caldo, conforme descrito por (OLIVEIRA-TINTINO et a., 2023), com modificacdes. As cepas
foram cultivadas 24 h antes do experimento. Apds esse periodo, o inéculo bacteriano foi
suspenso em solucdo salina equivalente ao padréo 0,5 de McFarland, correspondendo a
aproximadamente 1,5 x 10® UFC/mL. Microtubos foram preenchidos com 900 uL. de BHI e
100 L doindculo, e as placas receberam 100 pL dasolucdo final. A microdiluicdo foi realizada
com 100 puL de CMA4DMA em diluigBes seriadas (1:1) até o penaltimo pogo, sendo o ultimo
usado como controle de crescimento. As concentragdes variaram de 512 pg/mL a 8 pg/mL.
Apbs 24 h de incubacdo, foi adicionado 20 L de resazurina (7-hidroxi-10-oxidofenoxazina-
10-ium-3-ond). A resazurina é oxidada na presenca de meio acido gerado pelo crescimento
bacteriano, ocasionando mudanca de cor de azul pararosa (ELSHIKH et al., 2016). A CIM foi
definida como a menor concentracdo na qual ndo houve crescimento visivel ANDREWS,

2001). Todos os ensaios foram realizados em triplicata sob fluxo laminar.

4.4.5. Avdiacdo da Inibicdo da Bomba de Efluxo pela Modificagdo da CIM de Antibiéticos e
Brometo de Etidio

Parainvestigar se a chalcona CMA4DMA atua como um inibidor potencial da bomba
de efluxo NorA, foi realizado um estudo comparativo com inibidores padréo, avaliando a
capacidade de reduzir a CIM de EtBr e antibidticos. O inibidor padrdo CCCP foi utilizado para
validar a expressdo da bomba NorA na cepa testada. A inibicdo foi testada usando
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concentractes subinibitorias (CIM/8) tanto dosinibidores quanto da chal cona. Nos ensai os, 150
pL do inéculo bacteriano (0,5 McFarland, ~1.5x10® UFC/mL) foram combinados com os
inibidores e a chalcona (CIM/8) e completados com BHI. As misturas foram transferidas para
placas de microdiluicdo de 96 pocos, as quais foram adicionados 100 L de antibiético ou EtBr
em diluicOes seriadas (1:1) de 512 a 0,5 pg/mL. As placas foram incubadas a 37 °C por 24 h, e
0 crescimento bacteriano foi avaliado com resazurina, conforme descrito acima. As CIMs dos
controles foram determinadas em placas contendo apenas antibi6ticos ou EtBr. Todos os testes

foram realizados em triplicata sob fluxo laminar.

4.4.6. Atividade Inibitéria da Bomba NorA Avdiada pelo Aumento da Emissdo de

Fluorescéncia de EtBr

Neste ensaio, foi utilizada a cepa S. aureus 1199B, expressando a bomba de efluxo
NorA. Ascepasforam semeadas em agar Mueller Hinton 24 h antes do experimento eincubadas
a 37 °C. O inéculo foi preparado em tampéo fosfato salino (PBS) no padrédo 0,5 McFarland e
distribuido em placas pretas de 96 pocos. Nos grupos-teste, adicionou-se CMA4DMA nas
concentragdes finais de 200 e 100 pg/mL. O controle negativo consistiu em PBS nas mesmas
condi¢des de diluicdo, e o controle positivo utilizou CCCP a 200 e 100 pg/mL. Apo6s 1 h de
incubacao, foi adicionado EtBr (2 pg/mL) a todos os pogos. As placas foram novamente
incubadas, e a fluorescéncia foi medida em leitor de microplacas Cytation 1 (BioTek®,
Winooski, VT, EUA) com o software Gen5™ 3,11, usando excitagdo em 530 nm e emissdo em
590 nm (OLIVEIRA-TINTINO et al., 2023).

44.7. Avaiagdo da Permesbilidade da Membrana Bacteriana Usando o Ensaio de

Fluorescéncia SYTOX Green

Neste ensaio, foi utilizado o corante intercalante de DNA SYTOX Green. O inoculo
bacteriano de S. aureus 1199B foi preparado e distribuido em placas pretas de 96 pocos.
Adicionou-se CMA4DMA nas concentragdes finais de 200 e 100 pg/mL. A polimixina B foi
usada como controle positivo (200 e 100 ug/mL), e o PBS como controle negativo. As placas
foram incubadas por 1 h, e em seguida adicionou-se 100 pL de SYTOX Green (1 uM). Apo6s
mais 1 h de incubacdo, a fluorescéncia foi medida no Cytation 1 (BioTek®, EUA) com o
Gen5™ 3,11, com excitacdo a 485 nm e emissdo a 528 nm. Todos os ensaios foram realizados
em triplicata (YUEN et a., 2023).

4.4.8. Andlise Estatistica

Os resultados foram analisados por ANOVA de uma via, seguida do teste post hoc de
Tukey. Os resultados microbiologicos de reducéo da CIM foram expressos como meédia
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geométrica £ DP, enquanto os resultados dos ensaios de inibicdo de bomba de efluxo foram
expressos como média aritmética = DP. Valores de p < 0,05 foram considerados
estati sticamente significativos. Todas as andlises foram realizadas no software GraphPad Prism

5.0, em triplicata.
5. Conclusdes

Os ensaios in vitro demonstraram que a chalcona CMA4DMA, embora desprovida de
atividade antibacteriana direta (MIC >1024 pg/mL), potencializou significativamente a agao da
norfloxacina e do brometo de etidio em cepas de S. aureus portadoras da bomba de efluxo
NorA. Essa potencializagdo foi evidenciada pela reducéo dos valores de MIC e pelo aumento
da fluorescéncia intracelular de EtBr, sem comprometimento da integridade da membrana
bacteriana. Esses achados experimentais corroboram as anaises in silico, que revelaram forte
interacdo daCMA4DMA com o sitio deligacdo da NorA, sustentando seu papel como inibidor
direto da bomba de efluxo. O composto apresentou ligagdo mais estdvel com a NorA de S.
aureus 1199B (BA = 7,504 kcal/mol) do que a norfloxacina, ocupando 0 mesmo sitio de
ligacdo. As interacOes hidrofdbicas e uma ponte de hidrogénio com o residuo Thr211 indicam
maior afinidade e potencial inibitdrio frente a NorA. Além disso, a CMA4DMA demonstrou
lipofilicidade étima (logP = 2,74) e permeabilidade adequada (Papp = 1,38 x 1075 cm/s),
indicando forte absorcéo intestinal e caracteristicas favoraveis ao perfil de farmaco. No entanto,
sua moderada instabilidade metabdlica e o potencial hepatotdxico previsto sugerem cautela
quanto a exposicdo sistémica e ap metabolismo de primeira passagem. Dessa forma, a
combinacdo de dados computacionais e microbiol6gicos reforca o potencial da CMA4DMA
como adjuvante antimicrobiano, capaz de restaurar a eficacia de antibidticos contra cepas
resistentes. Entretanto, estudos adicionais de farmacocinética, toxicidade e modelos pré-
clinicos ainda so necessarios para confirmar sua viabilidade terapéutica. No futuro, espera-se
realizar novostestesin vivo ein vitro para confirmar o papel da CMA4DMA como inibidor do

mecanismo de bomba de efluxo, destacando sua fun¢éo como adjuvante antibiotico promissor.
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CAPITULO I1: Sintese quimica e avaliagdo da atividade antibacteriana da chalcona
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Resumo

Diante da capacidade dos microrganismos de desenvol ver resisténciaaos farmacos em um ritmo
mais acelerado do que o desenvolvimento de novos medicamentos, torna-se urgente buscar
alternativas capazes de restabel ecer a eficacia dos antibi6ticos, especia mente contra patdgenos
como Staphylococcus aureus, conhecido por sua versatilidade na expressdo de mecanismos de
resisténcia. Entre esses mecanismos, destacam-se as bombas de efluxo NorA e MepA,
responsaveis pela expulsao de antibidticos do interior da célula bacteriana. Nesse contexto, 0
presente estudo investigou a viabilidade da utilizac&o 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
analises ADMET), seguidos de ensaios in vitro (determinacdo da concentracéo inibitoria
minima (CIM) e testes de fluorescéncia com brometo de etidio EtBr e SYTOX Green). Os
resultados da docagem molecular revelaram que a chalcona 4Cl interage com residuos de
aminoécidos descritos na literatura como essenciais para a atividade das bombas de efluxo
(Glu222 naNorA; Tyr35 e Asn39 na MepA). As distancias das ligaches e as energias obtidas
foram consistentes com uma possivel atividade inibitéria, sugerindo que a 4Cl pode interferir
nafuncionalidade dessas proteinas. Nos ensaiosin vitro, observou-se umareducéo significativa
na concentragao inibitéria minima (CIM) de antibioticos como norfloxacina e ciprofloxacina
em cepas resistentes, indicando um efeito sinérgico. Além disso, os testes de fluorescéncia
demonstraram um aumento na retencdo de brometo de etidio em até 736,3% para NorA e
234,8% para MepA, corroborando a inibigdo das bombas de efluxo. Verificou-se também um
aumento na permeabilidade da membrana bacteriana, evidenciado pela elevacéo da
fluorescénciado SYTOX Green em 70-855%. Embora os resultados demonstrem o potencia da
4Cl como adjuvante terapéutico, as andlises ADMET apontaram alertas toxicol6gicos que
demandam investigaces adicionais. Esses achados sugerem que modificagcOes estruturais
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racionais podem ser necessdrias para garantir sua seguranca e eficicia no combate a infeccoes

bacterianas resistentes.

Palavras-chave:
Saphylococcus aureus, chalcona, resisténcia bacteriana, bombas de efluxo, docking
molecular, ADMET.

Introducéo

A evolugdo natural dos microrganismos proporciona a eles a capacidade de
desenvolver resisténcia aos farmacos em um ritmo mais acelerado do que o processo de criacéo
de novos medicamentos. Diante desse cenario, a Organizacdo Mundia da Salde (OMYS)
chamou a atenc&o para a questdo e, em 2017, divulgou umalista de microrganismos resistentes
gue demandam novos tratamentos.(OM S, 2024)

Entre os organismos destacados pela OMS esta o Saphylococcus aureus, um
patdgeno frequentemente encontrado em diversos ambientes e conhecido por sua capacidade
de desenvolver resisténciaaantibioticos. A producdo de beta-|actamases, enzimas que inativam
antibidticos beta-lactdmicos como a penicilina, e a presenca do gene mecA, que confere
resisténcia a meticilina, resultam em cepas multirresistentes, conhecidas como MRSA
(Methicillin-Resistant Staphylococcus aureus), representando um desafio significativo no
tratamento de infeccbes estafilococicas. Além da presenca de mecanismo de resisténcia como
as enzimas betal actamases, outros mecanismos também podem ocorrer em S, aureus como a
alteracdo da permeabilidade da membrana celular, modificacdo do alvo do farmaco, inativacdo
da acéo do medicamento e extrusao do antibiético por meio de bombas de efluxo (DA COSTA
et al., 2021; DOS SANTOS et a., 2007, 2023).

As bombas de efluxo sdo proteinas posicionadas na membrana que realizam a
extrusdo do antibidtico, diminuindo a sua concentracdo intracelular e, assim, permitindo que o
microrganismo sobreviva, contribuindo para a resisténcia a mltiplos farmacos (MDR)
(CHANDAL et al., 2023). A identificagdo de uma substancia capaz de inibir esse mecanismo
de resisténcia permitiria restaurar a eficacia de medicamentos aos quais 0s microrganismos
desenvolveram resisténcia, como também diminuir a viruléncia bacteriana (GAURAYV et al.,
2023).

As chal conas séo uma classe de flavonoides de cadela aberta, caracterizadas por um
sistema carbonila a, B-insaturado que conecta dois anéis aromaticos. Esses compostos estéo
presentes em diversas partes de frutas e vegetais, e seu processo de sintese € amplamente
documentado na literatura. Embora registros indiquem que as primeiras estruturas chal conicas
tenham sido sintetizadas em laboratério no século X1X, 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 antiparasitarias. (FERREIRA et al., 2018;
ZHUANG et d., 2017). Para este estudo, foi utilizada a 3-aminochal cona-4-clorobenzaldeido
((2E)-1-(3’-aminofenil)-3-(4-clorofenil)-prop-2-en-1-ona), sintetizada pelo método de
condensacao alddlica de Claisen-Schmidt (PINTO et al., 2020). A estruturafoi confirmada por
espectroscopia de ressonancia magnética nuclear, e amolécula serareferida a partir deste ponto

como chalcona 4Cl.

O objetivo deste estudo é apresentar asintese dachalcona4Cl eavaliar acapacidade
de atuar contra cepas de Saphylococcus aureus portadoras das bombas de efluxo NorA e
MepA, por meio de ensaiosin silico ein vitro. Os ensaios in silico foram realizados visando o
acoplamento das chalconas a proteina de efluxo, conforme andlises de docagem molecular,
como também foram realizadas as avaliacbes de ADMET foram executadas para verificar os
possiveis efeitos dessa chal cona sobre 0 organismo humano. Além disso, estudosin vitro foram
realizados visando a diminuicdo da concentragdo minima inibitéria (CIM) e ateracbes na

permeabilidade da membrana.

Materiais e M é&odos
Sintese quimica

A sintese foi realizada usando areacdo de condensacdo alddlica de Claisen-Schmidt em
meio bésico. Uma solugdo etandlica de 3-aminocetofenona (2 mmol) foi adicionada a uma
solucéo de 4-clorobenzaldeido (2 mmol), seguida pela adicdo de 1 mL de NaOH aquoso a 50%
m/v e agitada por 48 h atemperatura ambiente (32 °C). (MENDES et al., 2023). A chalconafoi
entdo filtrada sob presséo reduzida, lavadas com é&gua fria, seca e recristalizada em etanol, e a
pureza (99,9%) foi verificada por andlisede HPL C. A estruturadachalconafoi confirmadapela
andlise de espectroscopia de ressondncia magnética nuclear de *H, 3C, os espectros foram
obtidos usando Bruker DPX-300 operando em frequéncias de 300 MHz para hidrogénio e 75
MHz para carbono. Além disso, o espectro de absorgéo no infravermelho foi obtido usando um
espectrometro a vacuo Bruker (VERTEX 70 V) com uma fonte de laser HeNe com
comprimento de onda de 633 nm. Finalmente, a avaliagdo cromatografica foi realizada por
HPLC (Agilent 1260 Infinity, Alemanha) equipado com uma coluna de fase reversa C-18
(Agilent Eclipse Plus: 3,5 um, 4,6 x 100 mm).

Docking Molecular da NorA e MepA

Recur sos computacionais utilizados no processo de docking molecular
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O docking molecular da chalcona 4Cl com as proteinas de efluxo NorA e MepA foi
realizado utilizando os softwares AutoDockTools (versdo 1.5.7) e AutoDock Vina (versao 1.2.7)
para as simulacdes, complementados por ferramentas de visualizacdo e modelagem molecular:
BIOVIA Discovery Sudio Visualizer (Dassault Systémes®, versdo 21.1.0.20298), UCSF
Chimera (versdo 1.15) e ChemAxon MarvinSketch (versdo 22.2, licenca académica). 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.nim.nih.gov/).

Obtencao das estruturas e preparacéo para docagem

A estrutura da proteina NorA, determinada por criomicroscopia eletrénica (cryo-EM)
utilizando a técnica de single-particle analysis em complexo com fragmentos de anticorpos
sintéticos (Fabs) (BRAWLEY et a., 2022), foi obtidado RCSB Protein Data Bank (PDB) sob
0 codigo de acesso 7LO7. Ja a estrutura da proteina MepA foi adquirida a partir do banco de
dados AlphaFold (JUMPER et a., 2021, VARADI et al., 2024), correspondente ao
identificador AF-Q2G140-F1-v4 (cédigo UniProt: Q2G140), originalmente caracterizada por
Kaatz e colaboradores. (KAATZ; MCALEESE; SEO, 2005)

Na preparacao dos receptores para docking molecular, procedeu-se inicialmente com o
tratamento da proteina NorA, no qual os fragmentos de anticorpos sintéticos (Fabs) foram
removidos utilizando o software BIOVIA Discovery Studio Visualizer. Posteriormente, no
AutoDockTools, realizou-se a padronizagdo das estruturas proteicas (NorA e MepA) através da
eliminacdo de moléculas de agua, adicdo de atomos de hidrogénio polares e calculo de cargas
atdmicas 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 conversdo para formato tridimensional. A geometria molecular
foi entéo otimizada no UCSF Chimera. No AutoDockTools, procedeu-se a preparacéo final do
ligante com adicdo de cargas atbmicas, definicdo de ligaghes rotaveis e conversdo 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
andlise sistematica da literatura cientifica, com foco em estudos prévios de docking realizados
com as proteinas NorA (BRAWLEY et a., 2022) e MepA (BENTO et al., 2024; DA SILVA et
a., 2021; REZENDE-JUNIOR et al., 2020; ROCHA et al., 2021), identificando os residuos
criticos para a interagdo com ligantes e correlacdo com os valores de Concentracdo Inibitoria
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Minima(CIM) reportados. Estaabordagem permitiu definir regifes de interesse biol ogicamente
relevantes para ambas as proteinas, com 0s seguintes parametros espaciais para as grid box:
NorA - centro nas coordenadas (x=132,936; y=132,718; z=155,278) com dimensdes de
60x60x60 A; e MepA - centro nas coordenadas (x=-6; y=-1; z=4) com dimensdes de 40x40x40
A.

Apbs 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 proteina-ligante, foi gerado um arquivo de configuragdo contendo os arquivos de
entrada, as coordenadas do centro e dimensdes da grid box e o arquivo de saida para os
resultados. Os complexos proteina-ligante, representados pela pose de maior afinidade, foram
entdo analisados no BIOVIA Discovery Sudio Visualizer para avaliacdo das interacOes
moleculares, considerando parémetros como distancias de ligagdo, energia de interacéo e

residuos de aminoécidos envolvidos.
Estudode ADMET

A estrutura molecular da Chalcona 4Cl foi inicialmente desenhada utilizando o

MarvinSketch (disponivel em: https://chemaxon.com/products/marvin). A representacdo da

molécula foi gerada de forma precisa, garantindo a correta disposi¢cdo dos &omos e ligaches
guimicas. Em seguida, asequénciade SMILES (S mplified Molecular Input Line Entry System),
C1=CC(=CC(=C1)C(=0)C=CC2=CC=C(CI)C=C2)N, foi obtida diretamente da plataforma
MarvinSketch. O codigo SMILES foi utilizado como dado de entrada para a realizacéo dos
clculos de propriedades ADMET (Absorcdo, Distribuicdo, Metabolismo, Excrecdo e
Toxicidade) na plataforma ADMETLab 3.0 (disponivel em: https.//admetlab3.scbdd.com). Os

parametros ADMET foram calculados utilizando os modelos preditivos integrados na

ferramenta, que incluem avaliacOes de solubilidade, permeabilidade, metabolismo, toxicidade
e outros parametros relevantes. Os resultados obtidos foram sistematicamente interpretados
com base nas diretrizes e valores de referéncia estabel ecidos na literatura cientifica (FU et al.,
2024). As propriedades preditas foram comparadas com os interval os considerados ideais para
candidatos a farmacos, conforme descrito em estudos prévios. Os dados foram registrados e
organizados em tabelas e graficos, permitindo uma andlise detalhada do perfil farmacocinético
e toxicol6gico da Chalcona 4Cl. Esses resultados foram posteriormente integrados ao artigo,
fornecendo uma base sdlida para a discussdo das implicagdes terapéuticas e dos potenciais

riscos associados a mol écula.

Cepas Bacterianas
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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 proteina de efluxo NorA, associada a
resisténcia a substratos da classe das fluoroguinolonas, como a Norfloxacina. Ja a cepa SA-
K 2068 possui a bomba de efluxo MepA, responsavel pelo transporte de multiplas drogas para
forada célula bacteriana.

As cepas foram gentilmente cedidas pelo Prof. S. Gibbons (University of London, Malet
K, Bloomsbury, London WC1E 7HU, Reino Unido) e mantidas em agar-sangue (L aboratérios
Difco Ltda., S&0 Paulo-SP, Brasil). As cepas sdo preservadas por criopreservacdo a -80°C em
solucdo de glicerol no Laboratério de Microbiologia e Biologia Molecular da Universidade
Regional do Cariri (URCA). Como processo de preparacdo para 0S experimentos, as cepas
foram cultivadas por 24 horas a 37 °C em infusdo sdlida de cérebro e coracdo em égar (BHI-

Agar, Acumedia Manufacturers Inc.).
Meiosde Cultura

Os meios de cultura foram utilizados para a realizacdo dos testes microbiol 6gicos:
Infusio de Cérebro e Coracdo - Agar (Brain Heart Infusion - Agar, Acumedia Manufacturers
Inc.), preparado de acordo com o fabricante, e Infusdo de Cérebro e Coracéo (Brain Heart
Infusion, Acumedia Manufacturers Inc.) preparado na concentracdo de 10%.

Substancias

O antibidtico Norfloxacina e a chalcona 4Cl foram diluidos em Dimetilsulfoxido
(DM SO) e em &gua estéril. A proporcéo de DM SO utilizada foi inferior a 5%. O Brometo de
Etidio (EtBr) foi dissolvido em &gua destilada estéril, enquanto o Carbonil Cianeto m-
Clorofenil Hidrazona (CCCP) foi dissolvido em metanol/agua (1:3, v/v). Todas as substancias

foram diluidas a uma concentracéo padrao de 1024 pg/mL.

Determinacdo da Concentragdo Inibitéria Minima (CIM) e Atividade Antibacteriana
Direta

A CIM foi determinada para a chalcona 4Cl de acordo com o Método de Microdiluicdo
em Caldo, proposto por (JAVADPOUR et al., 1996), com adaptacOes. As cepas utilizadas nos
testes foram cultivadas 24 horas antes dos experimentos. Apds esse periodo, 0 inéculo
bacteriano foi suspenso em solugdo salina, correspondente a 0,5 da escala de McFarland,
aproximadamente 1,5 x 10® (UFC)/mL. Em seguida, microtubos foram preenchidos com 900
pL de BHI e 100 pL do inéculo, e as placas foram preenchidas com 100 pL da solugéo final. A
microdiluicdo foi realizada com 100 pL em dilui¢des seriadas até o penultimo pogo da placa

(1:1), sendo o ultimo utilizado como control e de crescimento. As concentragdes dos compostos
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variaram de 512 pg/mL a 8,0 pg/mL. Apos 24 horas de incubacdo, as leituras foram realizadas
com a adicdo de 20 yL de Resazurina (7-hidroxi-10-oxidofenoxazin-10-ium-3-ona). A
Resazurina foi oxidada na presenca do meio acido causado pelo crescimento bacteriano,
promovendo a mudanga de cor de azul pararosa (ELSHIKH et a., 2016). A CIM foi definida
COmMo amenor concentragdo em que ndo se observa crescimento (ANDREWS, 2001). Os testes

foram realizados em triplicata.

Avaliacao da Inibicdo da Bomba de Efluxo por M odificacdo da CIM do Antibidtico e do
Brometo de Etidio

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 padréo
dessas bombas, avaliando a capacidade de ambos em reduzir a CIM do EtBr e dos antibi6ticos.
O inibidor padréo CCCPfoi utilizado paravalidar aexpressdo das bombas NorA e MepA pelas
cepas testadas. A inibicdo da bomba de efluxo foi testada utilizando uma concentracéo sub-
inibitoria (CIM/8) dos inibidores e da 4Cl. Nos testes, 150 yL de cada inoculo bacteriano
suspenso em solucdo salina, correspondente a 0,5 da escala de McFarland, aproximadamente
1,5 x 108 (UFC)/mL, foram adicionados juntamente com os inibidores ¢ o 4CIl (CIM/8) ¢
completados com BHI. Em seguida, foram transferidos para placas de microdilui¢cdo de 96
pocos, as quais foram adicionados 100 pL de antibiotico ou EtBr em diluicdes seriadas (1:1),
variando de 512 a 0,5 pg/mL. As placas foram incubadas a 37 °C por 24 horas e o crescimento
bacteriano foi avaliado com Resazurina (7-hidroxi-10-oxidofenoxazin-10-ium-3-ona). A
Resazurina foi oxidada na presenca do meio acido causado pelo crescimento bacteriano,
promovendo a mudanca de cor de azul pararosa (ELSHIKH et a., 2016). A CIM foi definida
Como a menor concentracdo em gue ndo se observa crescimento (ANDREWS, 2001). A CIM
dos controles foi avaliada utilizando apenas placas com antibi6ticos e com EtBr, e os testes
foram realizados em triplicata.

Controle Negativo

Para o controle negativo, foram utilizadas as Ultimas fileiras de cavidades das placas de
microdiluicdo, onde apenas 0 meio de cultura e o indculo bacteriano foram adicionados, sem a
adicéo das substancias testadas, visando a maxima formagéo de colOnias bacterianas, além de
comprovar que o inoculo foi devidamente adicionado aos microtubos. No entanto, esses
nimeros ndo foram adicionados aos graficos de resultados devido a impossibilidade de
quantificac@o das colbnias formadas no periodo de 24 horas ap0ds os testes microbiol 6gicos.
Contudo, apés esse periodo, a presenca de bactérias vivas foi confirmada com a adicdo de 20

WL de Resazurina nos ultimos pogos da placa de microdiluicéo.
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Acao inibidora de bombas de efluxo Nor A e MepA avaliada pelo aumento da emissdo de

fluorescéncia 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 realizacdo do experimento. As bactérias
foram mantidas em estufa bacterioldgica a 37°C. O inoculo foi preparado em Phosphate
buffered saline (PBS) até atingir aescala 0,5 de McFarland e distribuido em placas black de 96
pocos. Nos grupos de teste foi adicionado a Chalcona 4Cl nas concentracOes finais de 200 e
100 pg/mL . O controle negativo consistiu em PBS e bactéria. O controle positivo consistiu em
CCCP 50 pg/mL. As placas foram incubadas em estufa por 1h e em seguida se adicionou EtBr
diluido a2 pg/mL em todos os pogos. As solucdes foram novamente incubadas e feita aleitura
com leitor de microplaca de fluorescéncia Cytation 1, BioTek® (Winooski, VT, USA) e
Software Gen5™ 3.11. Aplicou-se excitagdo de 530 nm e emissdo comprimento de onda 590
nm (OLIVEIRA-TINTINO et al., 2023).

Avaliacdo da per meabilidade de membrana bacteriana pelo método de fluor escéncia com
SYTOX Green

Para esse teste foi utilizado o corante SYTOX Green intercalante de DNA. Foram
preparados os indcul os bacterianos das cepas S. aureus 1199B e S aureus K2068. O indculo
foi distribuido em placa black de 96 pocos. Foi adicionado a Chalcona 4Cl nas concentragdes
finais de 200 e 100 pg/mL. A polimixinaB foi utilizada com controle positivo na concentracéo
de 100 pg/mL. No grupo controle negativo adicionou-se apenas Phosphate Buffer Saline (PBS).
As placas foram incubadas por 1h. Em seguida foi adicionado 100 uL de SYTOX Green em
concentracdo final de 1 uM. As placas foram incubadas por 1h e foi redlizada a leitura de
fluorescéncia no leitor de placas Cytation 1, BioTek® (Winooski, VT, USA) e Software
Gen5™ 3.11. Foi utilizado filtro de excitagdo 485 nm e emissdo de 528 nm. Os testes foram
realizados em triplicata (YUEN et a., 2023).

Analise estatistica

Os resultados foram analisados através de One-way ANOVA, seguida por Tukey post
hoc. Os resultados microbiol 6gicos de reducéo de CIM foram expressos em média geométrica

+ SD. Os resultados dos testes de mecanismo da ac&o 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
Sintese quimica

A estrutura da chalcona (2E)-1-(3'-aminofenil)-3-(4-clorofenil)-prop-2-en-1-ona,
ilustrada na Figura 1, foi confirmada por técnicas espectroscopicas, mostrando os sinais
caracteristicos e deslocamentos quimicos consistentes com sistemas a,3-insaturados tipicos de
chalconas(SILVA MENDES et al., 2022). O sina em 191,0 ppm atribuido ao carbono da
carbonila caracteristico de cetonas conjugadas (DA SILVA et al., 2024). Enquanto, 0s
desl ocamentos quimicos referentes aos carbonos arométicos C3' (147,1 ppm) e C4 (136,6 ppm),

evidenciam os efeitos el etronicos dos grupos (-NHz) e (-Cl), respectivamente.

Figurall 1: Férmula estrutura da (2E)-1-(3’-aminofenil)-3-(4-clorofenil)-prop-2-en-1-ona.

A configuracdo trans da dupla ligacéo foi confirmada pelos valores de acoplamentos J
15,7 Hz entre Ha (7,48 ppm) e HP (7,77 ppm), caracteristico para chalcona na conformagao E
(GEORGIOU et al., 2025; XAVIER et al., 2021). A andlise dos prétons aromaticos corrobora
com as estruturas similares de chalconas reportadas na literatura (DA SILVA et al., 2024;
FERREIRA et a., 2021).

Tabelall 1: Dados de RMN de 1H (500 MHz) e de 13C (125 MHz) em (CDCIl3), 6 ppm, J/Hz

C dc OH

1 139,5 -

2’ 114,6 -

3 1471 -

4 119,7 6,93 (dd, J=7,8e1,50 Hz)
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Figurall 2: Espectro de RMN de 13C (125 MHz, CDCI3) de (MAAp-CIB).
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Figurall 3: Espectro de RMN de 1H (500 MHz).
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Dock molecular Nor A

Dentre as conformagdes geradas pel o AutoDock Vina, selecionou-se paraandlise apose
com menor energia livre de ligacdo (-1,848 kcal/mal), correspondendo a interacdo mais
termodinamicamente favoravel entre o ligante e o sitio ativo da proteina. Esta conformacéo,
gue representa 0 complexo proteina-ligante de maior estabilidade, esta representada na Figura

4.
AN

Figurall 4: Dockmg da chalcona 4Cl com a proteina de efluxo NorA.
Na Figura5 estailustrada a uma ponte de hidrogénio, a2 A de distancia, com aGlu 222
(setarosa) e ligagdes do tipo - com o anel aromatico da Fenilalanina a uma distancia de 1,77
A (linhaverde).

VAL
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PHE /
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Figurall 5: Representacéo das interagbes moleculares entre a chalcona 4Cl e a proteina de efluxo NorA
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A Interacdo da chalcona com o Glu222, considerado pela literatura como um
aminoacido chave na mediacdo da resisténcia a antibioticos (BRAWLEY et a., 2022)sustenta

o potencial da chalcona4Cl como inibidor competitivo da bomba de efluxo NorA.
Docking molecular da proteina MepA

Para 0 complexo MepA-chalcona 4Cl, a andlise das conformacfes geradas pelo
AutoDock Vina revelou uma pose com energia de -8,007 kcal/mol, que foi selecionada para
este estudo por representar a interagdo mais termodinamicamente favoravel. A conformacéo

selecionada esta representada na Figura 6.

Figurall 6: Docking da chalcona 4Cl com a proteina de efluxo MepA.

O docking molecular revelou interacbes especificas com a proteina MepA, formando
uma ligagdo de hidrogénio com o residuo Tyr 35 (2,21 A) e umainteracio halogénio entre seu
aomo de cloro e a Met 172 (3,17 A). Conforme ilustrado na Figura 7, a seta rosa destaca a
ponte de hidrogénio com a Tirosina 35, enquanto a proximidade entre o cloro e Metionina 172

caracteriza ainteracdo halogénio, reforcando o potencial de ligacdo da molécula ao sitio ativo.
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Figurall 7: Representacdo das interagdes moleculares entre a chalcona 4Cl e a proteina de efluxo MepA.

Considerando que a chalcona 4Cl se ligou as proteinas de efluxo NorA e MepA,
interagindo com aminoacidos previamente descritos na literatura em estudos que relataram a
reducéo da CIM guando associada a moléculas submetidas a docagem, os resultados obtidos
sugerem gue a chalcona 4Cl é um potencial inibidor dessas proteinas. Dessa forma, reforca-se

a necessidade de aprofundamento dos estudos desta substéncia por meio de ensaios in vitro.

Estudo ADMET

O mapa radar do estudo ADMET da Chalcona 4Cl (Figura 8) exibe as principais
propriedades fisico-quimicas e farmacocinéticas essenciais para o0 desenvolvimento de
farmacos, comparando-as com os limites ideais estabelecidos na literatura. Os parametros
analisadosincluem: massamolecular (MW), logP, logS, logD, TPSA, nHD, nHA, nRot, nRing,
nHet, nRig e fChar. No mapa, os valores cal culados para a Chalcona 4Cl sdo representados em
dourado, os limites superiores aparecem em azul, e os limites inferiores, em verde (FU et al.,
2024).
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Figurall 8: Maparadar (propriedades fisico-quimicas da Chal cona 4Cl).

A andlise das propriedades fisico-quimicas da Chalcona 4Cl revela que a molécula
possui um peso molecular de 257.06, dentro da faixa considerada ideal para candidatos a
farmacos (100-600). O vaor de logP (3.242) indica moderada lipofilicidade, o que pode
favorecer a permeabilidade através de membranas biol 6gicas, mas também sugere um potencial
risco de toxicidade, umavez que valores acima de 3 est&o associados a maior probabilidade de
efeitos adversos(GLEESON; HERSEY; HANNONGBUA, 2011; PALASKA; NEMUTLU,
2024). A solubilidade aquosa (logS = -4.536) € baixa, 0 que pode limitar a absor¢do oral e a
biodisponibilidade. A &rea de superficie polar topoldgica (TPSA = 43.09) esta dentro da faixa
ideal (0-140), indicando boa permeabilidade celular. A flexibilidade molecular (0.214) é
relativamente baixa, 0 que pode ser favoravel parainteracdes especificas com alvos biol 6gicos,
mas também pode limitar a adaptabilidade conformaciona (GARCIA JIMENEZ et al., 2022;
GLEESON; HERSEY; HANNONGBUA, 2011).

Em relagdo as propriedades de quimica medicinal, a Chalcona 4Cl apresenta um indice
de drug-likeness (QED = 0.516) moderado (LIPINSKI et al., 2001), sugerindo que a molécula
possui caracteristicas farmacocinéticas aceitaveis, mas ndo ideais. A molécula segue aregrade
Lipinski, sem violagBes, o que € favoravel para aabsorcdo oral. No entanto, aregrada Pfizer é

violadadevido aologP > 3 e TPSA < 75, indicando um potencial risco detoxicidade. A auséncia
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de dertas PAINS € um aspecto positivo, mas a presenca de dois aertas ALARM NMR sugere
gue a molécula pode ser reativa com tiois, 0 que pode levar a toxicidade ou instabilidade
metabdlica(ERTL ; ROHDE; SELZER, 2000; LIPINSKI et al., 2001; PALASKA; NEMUTLU,
2024).

A avaliagdo da absorcéo 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 ndo € um substrato da glicoproteina P (Pgp-substrato = 0.011), o que é
favorével paraaabsorcdo intestinal. No entanto, a probabilidade de absorcéo intestina (HIA =
0.0) é baixa, sugerindo que a biodisponibilidade ora pode ser limitada. A ata ligacdo a
proteinas plasmaticas (PPB = 97.933%) pode reduzir afracéo livre damoléculadisponivel para
acao terapéutica, enquanto a probabilidade moderada de atravessar a barreira hematoencefdica
(BBB = 0.66) pode ser relevante dependendo do avo terapéutico (ARTURSSON;
KARLSSON, 1991).

No que diz respeito ao metabolismo, a Chalcona 4Cl apresenta alta probabilidade de
inibir variasisoformas do citocromo P450 (CY P1A2, CYP2C19, CYP2C9, CY P2D6, CY P3A4,
CYP2B6 e CYP2C8), 0 que pode levar ainteragdes medicamentosas significativas (ZANGER;
SCHWAB, 2013). A estabilidade no microssoma hepatico humano (HLM = 0.008) é alta,
indicando que a molécula ndo é rapidamente metabolizada no figado (OBACH, 1999). A
depuracéo plasmatica (Cl- plasma= 6.839 ml/min/kg) é moderada, eameia-vida(T1/2=0.744
horas) é curta, o que pode exigir doses frequentes paramanter a eficaciaterapéutica (ZANGER,;
SCHWAB, 2013).

A avaiacdo de toxicidade revela que a Chalcona 4Cl possui uma probabilidade
moderada de bloquear o cana 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 |esdo hepéticainduzida
por drogas (DILI = 0.445) e alta probabilidade de neurotoxicidade (0.98) (AMES et al., 1973;
CHEN et d., 2011; GERA et al., 2024).

A Chalcona 4Cl apresenta caracteristicas farmacocinéticas moderadas, com boa
permeabilidade celular e estabilidade metabolica. No entanto, a molécula possui riscos
significativos de toxicidade, incluindo cardiotoxicidade, neurotoxicidade, mutagenicidade e
carcinogenicidade. Além disso, a baixa solubilidade aquosa e a dta ligacdo a proteinas
plasmaticas podem limitar sua biodisponibilidade. Recomenda-se a realizagdo de estudos
adicionais para confirmar os riscos de toxicidade e explorar modificagOes estruturais que

possam melhorar o perfil farmacol 6gico e reduzir os efeitos adversos.
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Avaliacao da concentracdo inibitoria minima (CIM)

Com relacdo a atividade antibacteriana direta, ndo foram observados resultados
significativos do ponto de vista clinico tendo em vista que a 4Cl apresentou CIM equivalente >

1024 pg/mL para cepas K2068 e 1199B de Staphylococcus aureus.

Avaliacao da inibicdo de bomba de inibicdo de bomba de efluxo por reducéo do CIM do

antibiotico e do brometo de etidio.

De acordo com o resultado na Figura 9, a Chalcona 4Cl foi capaz de reduzir a
concentracdo inibitéria minima da cepa 1199 na associacdo com os antibiéticos e com o
brometo de etidio que séo substratos para bombas. Quando comparado as cepas 1199 e 1199B,
foi observado a diferenca de comportamento de reducéo de CIM do antibiético sendo mais

evidente na cepa 1199B que superexpressa NorA.

= S. awreus 1199
(3
o
8
3 %
K 154 oech
2 e £ Norfloxacin
; 10+ B CCCY + Nerlle
E & Chatcone 401 4 Norfle
. -
L ¢ =3 Libr
y o) g COCP + Kl
:é . 2 Chakcone 401 Kelir
- 14 T
» == é
! v 1 L} L
= >
- R P
= S .
« & o

Figura Il 9: Avaliag8o dainibico da bomba de efluxo NorA pela Chalcona 4Cl contra a cepa S. aureus 1199.
Substéncia 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, nareducéo da CIM.

Como observado nafigura 10 na associag&o com o brometo de etidio e com antibi6tico,
achalcona4Cl também foi capaz de reduzir a concentragao inibitdriaminimadas cepas 11998,
gue superexpressa NorA. No entanto, tanto no brometo de etidio como no antibiético a CIM foi
reduzido apenas uma vez. Nas associagdes tanto na 1199 como na 1199B apresentaram menor

CIM quando associados aos antibi6ticos.
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Figurall 10: Avaliacdo dainibicéo da bombade efluxo NorA pela Chalcona4-Cl contraacepaS. aureus 1199B.
Substancia 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, nareducéo da CIM.

E importante destacar que, na associacdo com a cepa K2068, foram observados os
mel hores resultados de reducdo da Concentracdo InibitoriaMinima (CIM) em comparagdo com
todas as demais cepas testadas, conforme ilustrado na Figura 11. Nesse caso, houve uma
reducdo de trés vezes no CIM do antibidtico ciprofloxacina e uma reducdo de duas vezes no

CIM guando associado ao brometo de etidio.
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Figural 11: Avaliag8o dainibic¢do dabombade efluxo MepA pela Chalcona4-Cl contraacepa S. aureus K2068
. Substéncia associada a Ciprofloxacina (A) e ao brometo deetidio (EtBr) (B). ANOVA unidirecional seguidapelo
teste post hoc de Tukey. **** p < 0,0001 vs controle de Ciprofloxacina ou EtBr, nareducdo da CIM.

Avaliacdo da inibicdo de bombas de efluxo NorA e MepA por medicédo da fluorescéncia
do EtBr

Foi observado que para a cepa 1199B de S aureus a Chalcona 4Cl avaliada nas
concentragcdoes de 200 e 100 pg/mL aumentou significativamente em 736,3% e 137,3%,
respectivamente, a fluorescéncia do EtBr em relacéo ao controle negativo. Enquanto frentea S.
aureus K2068 a Chalcona 4Cl nas concentragdes de 200 e 100 pg/mL aumentou
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respectivamente em 234,8% e 163,6% afluorescéncia do EtBr em relagdo ao control e negativo.
Resultado significante também foi observado pelo inibidor padréo de bombas de efluxo, CCCP,
gue aumentou a fluorescéncia em 76,1% e 33,6%, respectivamente, para as cepas 1199B e
K2068 (Figura 12A e 12B).

5 awurens 11998

-

EtBy

COCr S pgml « EiBr
Chadcone 4-C1 200 pe/ml, + Sytox
Chadeone 4-C1 100 gg/ml + Sytos

=

Fisorescence intensity

A aarviy KIZIGE

B
a0l =
I EiEr
i B OO 8 upml + Eiler
E Chalgone 4-1 300 aiml, + Sybax
Bl Chaleane 8.47) I gyl + Satas

i
A

Flusrescence intomsity
ko

& o f

5 -
ffﬁf
&

&

Figura Il 12: Avaiagdo dainibicdo das bombas de efluxo NorA e MepA pela Chalcona 4-Cl nas concentracfes
de 200 pg/mL e 100 pg/mL. A avaiagdo foi realizada medindo a fluorescéncia de brometo de etidio (EtBr) em S
aureus 1199B (A) e S aureus K2068 (B). Os resultados séo expressos como intensidade média de fluorescéncia,
**** —pn<(0,0001 vs EtBr.
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Avaliacdo do aumento da per meabilidade de membrana bacteriana

Observou-se que a Chalcona 4Cl nas concentragdes de 200 ¢ 100 pg/mL aumentou
significativamente a intensidade de fluorescéncia do SYTOX Green em 70% e 76%

respectivamente em comparagao 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 concentragoes de 200
e 100 pg/mL, respectivamente. O controle positivo polimixina B também aumentou
significativamente a intensidade de fluorescéncia em 78,7% na cepa S. aureus 1199B e 38,5%
em S aureus K2068 (Figura13A e 13B).
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Figura Il 13: Avaiagdo da acdo da Chalcona 4-Cl nas concentracBes de 200 pg/mL e 100 pg/mL sobre a
permeabilidade da membranabacterianade S. aureus 1199B (A) e S. aureus K2068 (B). **** p < 0,0001 vs Sytox
Green. Os resultados sdo expressos como intensidade média de fluorescéncia.
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O SYTOX Green é um corante fluorescente que néo penetra em membranas celulares
intactas, mas se intercala a0 DNA quando atravessa membranas danificadas, e como
consequéncia emite fluorescéncia. O aumento da permeabilidade da membrana bacteriana ou
danos na membrana pode ser causado por algumas classes de antibiticos como polimixina B,
casando altos picos atos de fluorescéncia em relacdo a células ndo desafiadas com antibidtico
(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 € um dos mecani smos de agdo envolvidos na atividade da chal cona.
Discussio

As chalconas constituem uma classe de compostos bioativos pertencentes aos
flavonoides, estruturalmente caracterizadas por dois anéis aromaticos unidos por uma cadeia a,
B-insaturada de trés carbonos com uma ligagcéo dupla conjugada (Ferreira et al., 2018). Esses
compostos podem ser obtidos a partir de fontes naturais ou sintetizados por meio de reagOes de
condensacdo alddlica entre aldeidos e cetonas arométicas, sendo posteriormente caracterizados
por técnicas espectroscopicas como ressonancia magnética nuclear de *H e *C (RMN),
espectrometria de massas (M S) e espectroscopia no infravermelho por transformada de Fourier
(FTIR) (FREITAS et al., 2021; TEMPONE et a., 2022). A versdtilidade estrutural das
chal conas permite a introducéo de diferentes grupos substituintes nos anéi's aromaticos, o que
amplia sua diversidade quimica e favorece uma gama expressiva de atividades bioldgicas
(ALVES BORGES LEAL et d., 2021; KUTTITHODI et a., 2022; ROCHA et al., 2021),
incluindo propriedades antibacterianas e potencial de modular a agdo de antibidticos (DOS
SANTOS et al., 2023; FERRAZ et al., 2020).

Com relacéo a chalcona 4Cl do presente estudo, como mencionado anteriormente ndo
apresentou atividade direta com cepas de S. aureus 1199, 1999B e K2068, mas mostraram
capacidade de inibir abomba de efluxo. Portanto, essa primeira caracteristica a qualifica como
substancia dotada com uma das caracteristicas essenciais para os inibidores ideais de bomba de
efluxo, tendo em vista que a auséncia de atividade direta € necessaria para um bom inibidor de
bomba de efluxo, de modo que tal acdo resulta em prevenir o possivel desenvolvimento de
resisténcia aum 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 atriagem por docking molecular, identificou-se afinidade da chalcona 4Cl com
sitios funcionais de proteinas de efluxo. No complexo com a NorA, a energia de ligacdo
calculada foi de —7,926 kcal/mol, mediada por interagdes eletrostaticas, pontes de hidrogénio e
forcas hidrofobicas. Destacou-se ainteragdo com o residuo Glu222, adistanciainferior a4 A,
critico para 0 mecanismo de efluxo (BRAWLEY et al., 2022). A Interacdo com a proteina
MepA também sugeriu viabilidade no uso da chalcona 4Cl, aminoacidos citados em outros
estudos, como a Tyr35 e Asn39 (ALVES BORGES LEAL et al., 2021; BENTO et a., 2024,
FREITAS et a., 2021; REZENDE-JUNIOR et al., 2020), também se ligaram a 4Cl com
distancias de 2,21 A.

No ensaio de associacdo com antibidticos, considerado um método preliminar, a
reducdo daconcentracdo inibitériaminima (CIM) dos antimi crobianos em cepas que expressam
bombas de efluxo com substrato conhecido é um dos primeiros indicativos da atividade
inibitéria sobre essas bombas. No presente estudo, a chalcona 4Cl demonstrou essa capacidade,
promovendo a reducéo da CIM de diferentes antibioticos, 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 classico de bomba de
efluxo, também foi capaz de reduzir a CIM em todas as cepas testadas (FERRAZ et a., 2020;
ROCHA et al., 2021, 2023).

E importante destacar que a reducdo do brometo de etidio é outro indicio ainda mais
conclusivo deinibicdo de bombade efluxo, tendo em vista que sabe-se que 0 brometo de etidio
€ substrato das bombas de efluxo, para vérios tipos de bombas de efluxo, devido a uma
adaptacdo a toxicidade do brometo de etidio (EtBr) pelas células bacterianas (PAIXAO et al.,
2009; STAVRI; PIDDOCK; GIBBONS, 2007; TINTINO et a., 2016). Neste estudo foi
observado a reducéo do CIM brometo nas duas cepas portadoras de NorA (1199 e 1199B),
assim como na cepa K 2068, portadorade MepA. E importante ressaltar que a acumul ago final
do brometo de etidio no interior celular e consequente dainibicéo da bomba de efluxo pode ser
verificada pel o ensaio de emissdo de fluorescéncia do EtBr (MARTINS et a., 2013; PAL etal.,
2020).

De modo que o EtBr € conhecido por ser um corante intercalante de DNA, que emite
fluorescéncia, tendo uma relacdo direta dessa fluorescéncia a quantidade de moléculas ligadas
a0 DNA (MARTINS et al., 2013). Portanto, ao ndo realizar a extrusdo do EtBr, ele se acumula
na célula e se intercala com o DNA, por ter uma alta afinidade com ele. Ta situagdo ocorre
guando umabomba de efluxo é inibida por qualquer substancia, aumentando a concentracdo de
EtBr intracelular passivel de intercalacdo ao DNA. Como consequéncia, maior fluorescéncia é
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emitidanos grupos de bactérias submetidos a substancias i nibi doras de bombas de efluxo, como
0 préprio 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 fluorescéncia causado pela Chalcona 4Cl indicando que essa
substancia pode ter inibido as bombas de efluxo NorA e MepA.

Como nas proteinas transmembranares presentes nas células eucarioticas, as proteinas
de transmembranas de células bacterianas também sdo funcionalmente dependentes da
estabilidade, integridade e fluidez de membrana, e quando ha qual quer alteragdo nas membranas
essas proteinas podem ter seu funcionamento alternado (LEE; MICHELANGELI; EAST,
1989). Conforme vimos anteriormente a presenca a chalcona 4Cl provoca alteracfes na
permeabilidade da membrana, e sabe-se que ateracdo na permeabilidade pode resultar em
desregulacdo do funcionamento de proteinas integradas a membrana, ja que estas precisam de
membranas estaveis e fluidas para o seu bom funcionamento (KRISHNAMURTHY ; PRASAD,
1999). Portanto a chalcona 4Cl poderia, esta alterando o funcionamento das bombas de efluxo

NorA e MepA também de modo indireto.

Haindicios naliteratura que as chal conas e seus derivados podem apresentar agdo sobre
0S mecanismos de resisténcia bacteriana, com a possibilidade de atuarem envolvendo
permeabilidade de membrana, fluorescéncia e inibicdo de bombas de efluxo. No artigo de
Tempone et al. (2022), a chalcona derivada rdMB foi avaliada quanto a sua capacidade de
dterar a permeabilidade da membrana de Enterococcus faecalis resistente a vancomicina.
Utilizando o corante fluorescente SYTOX Green, os autores observaram um aumento
significativo na fluorescéncia apds 6 minutos de incubacdo com o composto, indicando répida
permeabilizacdo damembranabacteriana. Além disso, analises de microscopiade fluorescéncia
confirmaram a penetracdo do corante nas células tratadas, corroborando os resultados
espectrofluorimétricos.

Em outro estudo, Freitas et al. (2021) investigaram ainibicéo das bombas de efluxo
NorA e MepA em Saphylococcus aureus utilizando ensaios de acimulo de brometo de etidio
(EtBr) com quatro chalconas distintas. Asssm como a chalcona 4Cl, as chalconas avaliadas no
estudo apresentavam halogénios (fltor ou cloro) no anel aromatico B, ndo exibiram atividade
antibacteriana direta contra cepas resistentes e demonstraram resultados in silico semelhantes.
Os autores observaram que essas chal conas aumentaram significativamente a retencéo de EtBr
nas células bacterianas, indicando inibicdo das bombas de efluxo. Esse efeito foi corroborado

por ensaios de reducéo das concentragdes inibitorias minimas (CIMs) de ciprofloxacina e EtBr.
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No entanto, a chalcona 4Cl demonstrou maior eficdcia em comparagdo com 0S compostos
estudados por Freitas e colaboradores (2021).

Em um estudo complementar, Siqueira et al. (2021) avaliaran chalconas
estruturalmente and ogas, incluindo uma molécula muito semelhante a chalcona 4Cl, contra as
mesmas cepas do presente estudo. A principal diferenca entre elas reside na posi¢éo do grupo
amina: enquanto na chalcona de Siqueira et al. (2021) esse grupo esta ligado ao carbono 4' do
anel A, na chacona 4Cl, ele est4 posicionado no carbono 3' do mesmo anel, mas essas
diferencas n&o afetaram muito a atividade das chalconas aqui comparadas. Como no presente
estudo, esta também ndo apresentou atividade direta. E também mostrou atividade
antibacteriana indireta por reduzir a CIM das mesmas cepas, tanto associando ao antibiotico
como ao brometo de etideo (SIQUEIRA et ., 2021), todavia pode-se deduzir que contribuiram
paraainibicdo das bombas NorA e MepA como a4Cl.

Portanto, os achados reforcam o potencial das chalconas como agentes adjuvantes de
antibi6ticos, capazes deinterferir em mecanismos de resi sténcia bacteriana por meio dainibicdo
direta das bombas de efluxo ou, indiretamente, pela modulacdo da permeabilidade da

membrana.

Conclusao

Este estudo comprovou o potencial da chalcona 4Cl como inibidora das bombas de
efluxo NorA e MepA em Saphyl ococcus aureus, com confirmagdo in silico ein vitro. A sintese
do composto foi validada por RMN, e o docking molecular evidenciou afinidade por residuos-

chave (ex.: Glu222 naNorA; Tyr35/Asn39 naMepA), concordando com literatura prévia.

Embora a 4Cl ndo apresente atividade antibacteriana direta, ela demonstrou sinergia
com antibiéticos, reduzindo a CIM em cepas resistentes (SA 1199B e SA K2068). Os ensaios
de fluorescéncia confirmaram seu efeito inibitorio, com aumento significativo da retencéo de
EtBr, superando o inibidor padrdo CCCP. O incremento na fluorescéncia do SYTOX Green

sugere acdo adicional na membrana bacteriana.

Apesar do potencial, andlisess ADMET aertam para toxicidade, sugerindo estudos
futuros: avaliacdo in vivo de eficacia, farmacocinética e toxicidade; modificagdes estruturais
para reduzir efeitos adversos sem perder atividade. Essas estratégias podem viabilizar a 4Cl

como adjuvante seguro contra resisténcia mediada por efluxo em S, aureus.
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5 CONSIDERACOESFINAIS

5.1 ASPECTOS GERAIS DA PRODUCAO CIENTIFICA

Durante o Doutorado em Quimica Biologica na Universidade Regional do Cariri
(URCA), a aplicacdo sistematica de técnicas experimentais avancadas e a consolidacdo de
conceitos cientificos permitiram desenvolver a pesquisa, estruturada em dois capitulos
experimentais, uniu abordagensin silico ein vitro paraavaliar o desempenho de dois andlogos
estruturais, a chalcona 4ClI (CPA4Cl) e a aminochacona CMA4DMA, frente a cepas

multirresi stentes de Staphylococcus aur eus.

O Capitulo | abordou a sintese, caracterizacdo e avaliacao da chalcona 4Cl, enquanto o
Capitulo 1l ampliou a investigagdo com a CMA4DMA, uma molécula modificada
estruturalmente pela introdugdo de um grupo dimetilamino, com o objetivo de otimizar
propriedades eletronicas 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 residuos criticos das bombas de efluxo NorA e MepA, como
Glu222, Tyr35 e Asn39, sugerindo afinidade e potencia inibitério comparavel ao inibidor
padrdo CCCP. No entanto, diferencas relevantes foram observadas nas propriedades

farmacocinéticas e na resposta microbiol 6gi ca dos compostos.

Enquanto a 4Cl apresentou melhor estabilidade metabdlica e perfil farmacocinético
favoravel, a CMA4DMA revelou maior afinidade molecular com NorA, mas também maior
susceptibilidade a depuracéo hepatica e possivel toxicidade, segundo as predicbes ADMET.
Essas diferencas evidenciam o impacto das modificacdes quimicas sobre a biodisponibilidade

e seguranca dos compostos.

5.2 CONCLUSOES GERAIS

A descricdo detalhada do processo de sintese da 3-aminochal cona-4-clorobenzal deido
(chacona 4Cl) evidenciou a eficiéncia darota de condensagdo aldolica de Claisen-Schmidt em
meio basico, resultando em produto de ata pureza (99,9%), confirmada por andlises
espectroscopicas e cromatogréficas. Essa etapa consolidou a reprodutibilidade da metodologia

sintética e forneceu base solida para os ensai 0s subsequentes.
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Os estudos de docking molecular realizados com as bombas NorA e MepA permitiram
compreender os modos de interacdo das chalconas com residuos criticos de cada proteina,
revelando afinidades favoraveis e interacOes estavels com residuos cataliticamente rel evantes,
como Glu222 (NorA) e Tyr35/Asn39 (MepA). Esses achados sustentam a hipdtese de que as
chal conas atuam como potenciais inibidoras de efluxo.

As andlises in silico de propriedades fisico-quimicas e farmacocinéticas (ADMET)
confirmaram que 0S compostos apresentam caracteristicas compativeis com moléculas
bioativas, destacando boa absorc¢éo intestinal e adequada permeabilidade de membrana, ainda
que alertas de cardiotoxicidade e mutagenicidade apontem a necessidade de otimizagGes

estruturai s antes de aplicagdes terapéuticas mais amplas.

A determinacdo da Concentracao Inibitéria Minima (CIM) confirmou a auséncia de
atividade antibacteriana direta das chalconas frente as cepas testadas (CIM > 1024 pg/mL), mas
0S ensaios de modulagdo da resisténcia demonstraram expressiva reducdo das CIMs de
antibi6ticos (como norfloxacina e ciprofloxacina) na presenca dos compostos, sinalizando agéo

sinérgica e possivel inibicdo das bombas de efluxo.

Os experimentos de modificacéo da CIM do brometo de etidio (EtBr) e os ensaios de
fluorescéncia confirmaram o aumento do acimulo intracelular do corante, corroborando a
interferéncia direta das chalconas no transporte ativo de substratos pelas proteinas NorA e
MepA. Da mesma forma, a andlise da permeabilidade de membrana com o corante SYTOX
Green revelou ateracOes significativas na integridade celular, o que pode contribuir
adicionalmente para a retengéo intracelular de antimicrobianos.

Comparando os resultados das chal conas verifica-se que: A chalcona4Cl mostrou maior
estabilidade quimica e farmacocinética, além de inibir simultaneamente as bombas NorA e
MepA, com incremento de fluorescéncia de EtBr e SYTOX Green indicando agdo combinada
sobre efluxo e permeabilidade de membrana; A aminochalcona CMA4DMA, por sua vez,
demonstrou afinidade molecular superior com NorA e reducdo expressiva da CIM de
antibidticos em cepas superexpressoras dessa bomba, confirmando acéo especifica, embora

com risco toxicol 6gico mais elevado.

Em conjunto, os resultados corroboram a hipétese de que modificactes el etronicas no
anel aromético influenciam diretamente o desempenho inibitorio das chalconas, modulando
tanto a interacdo com proteinas de transporte quanto o perfil farmacocinético. Assim, a
CMA4DMA representa um avango racional em relacdo a 4Cl em termos de afinidade

molecular, mas a 4Cl mantém vantagem guanto a estabilidade e seguranca preditas.

97

Consideragdes Finais



Em sintese, os resultados obtidos ao longo deste trabalho consolidam o papéd das
chalconas CMA4DMA e 4Cl como moléculas promissoras no desenvolvimento de adjuvantes
terapéuticos voltados a restauracdo da eficacia de antibidticos frente a cepas multirresistentes
de Saphylococcus aureus. Ao mesmo tempo, a convergéncia entre as abordagensin silico ein
vitro reforca a validade metodol 6gica do estudo e fornece subsidios para futuras investigactes
in vivo voltadas a otimizagdo estrutural e avaliacdo de seguranca dos compostos sintetizados.
Tais resultados permitem concluir que ambas as chalconas sdo promissoras como adjuvantes

antimicrobianos, capazes de modular aresisténcia bacteriana mediada por efluxo.

5.3 PERSPECTIVAS DE INVESTIGACOES FUTURAS

As perspectivas para investigacoes futuras incluem a realizagdo de ensaios in vivo em
model os animais de infeccdo por Saphylococcus aureus, com o objetivo de validar a eficacia
antimicrobiana e a capacidade modul adora das chalconas sobre as bombas de efluxo NorA e
MepA. Adicionalmente, recomenda-se a avaliacdo do perfil farmacocinético e toxicol 6gico
desses compostos por meio de estudos de absorcao, distribuicao, metabolismo e excrecdo, bem
como a aplicagdo de testes de citotoxicidade e genotoxicidade em linhagens celulares humanas

para assegurar sua seguranca biol dgica.

A otimizacdo estrutural das chal conas também se mostra necessaria, visando a obtencéo
de derivados com melhor solubilidade aquosa, menor lipofilicidade e manutencéo da afinidade
por alvos bacterianos, 0 que pode ser conduzido com base em abordagens de modelagem
molecular, QSAR e dindmica molecular. Ensaios complementares devem explorar o potencial
sinérgico das chalconas em associacdo com diferentes classes de antibidticos, incluindo
macrolideos, tetraciclinas e -lactémicos, aém da andlise de seus efeitos sobre aformacéo e a

integridade de biofilmes bacterianos.

Estudos de expressao génica por RT-gPCR e simulagdes estruturais de alta resolucéo,
como criomicroscopia €eletrbnica (cryo-EM), poderdo elucidar com maior precisdo 0s
mecanismos moleculares envolvidos na inibicdo das bombas de efluxo. PropGe-se ainda
expandir o espectro de investigaco para outras espécies patogénicas portadoras de bombas
homologas, como Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa e Enterococcus faecium, bem
como testar o desempenho das chalconas frente a cepas clinicas multirresistentes isoladas de

ambientes hospitalares.

Por fim, estudos voltados ao desenvolvimento de nanoformulagbes e sistemas de
liberac&o controlada poderdo contribuir para aprimorar a estabilidade, a biodisponibilidade e o
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potencial terapéutico dessas moléculas, abrindo caminho parafuturas aplicagdes translacionais

e apossibilidade de registro de propriedade intelectual .
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7 ANEXOS e APENDICES

APENDICE A: Relatério completo daandlise ADMET

(D) AMeNab 3.0

Nclccee(C(=0)/C=C/c2cce(Cl)cc2)cl

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 3199 Igsf:;?:;ittsh; ([))fl_::(; .ztoctanollwater distribution

logD 316 I:sﬁliz?ea:]r:tchm of the n-octanol/water distribution

pha (Acid) 9758 | 1 Crengih of a g molecule’s acklty or basioty.

pa ease) oses | peinse dssocton constrt (e e repreent
The predicted melting point of a compound is expressed in

Melting point 124.286 (I?Aetgtriizspgﬂtssiutfefoa).z5°c are classified as liquids, while
melting points above 25°C are classified as solids.
The predicted melting point of a compound is expressed in

Boiling point 336.04 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

B A measure of drug-likeness based on the
concept of desirability;

QED 0.516 o W Attractive: > 0.67;

M unattractive: 0.49~0.67;

H too complex: < 0.34

M ES: Easy to synthesize; HS: Hard to synthesize;
GASA 0.0 o B The output value represents the probability of
being difficult to synthesize, ranging from 0 to 1.

B Synthetic accessibility score is designed to
estimate ease of synthesis of drug-like molecules.

Synth 1.0 ® B SAscore > 6, difficult to synthesize; SAscore <6,
easy to synthesize
B The number of sp3 hybridized carbons / total
Fsp3 00 PY carbon count, correlating with melting point and

solubility.
W Fsp” >0.42 is considered a suitable value.

Bl MCE-18 stands for medicinal chemistry
MCE-18 11.0 [ ) evolution.
Il MCE-18>45 is considered a suitable value.

M Natural product-likeness score.

B This score is typically in the range from -5 to 5.
B The higher the score is, the higher the
probability is that the molecule is a NP.

NPscore -0.575 -

W MW < 500; logP <5; Hacc < 10; Hdon <5
Y H If two properties are out of range, a poor
absorption or permeability is possible, one is
acceptable.

Lipinski Rule 0.0

B logP > 3; TPSA < 75
Pfizer Rule 1.0 [ B Compounds with a high log P (>3) and low
TPSA (<75) are likely to be toxic.

B MW < 400; logP <4
GSK Rule 0.0 o B Compounds satisfying the GSK rule may have a
more favorable ADMET profile

B 200 < MW <500; -2 <logD <5

_I(.?arci);(:]er:e 0.0 [ Bl Compounds satisfying the Golden Triangle rule
9 may have a more favorable ADMET profile.
frequent hitters, Alpha-screen artifacts and
PAINS 0 alerts - reactive compound 480 substructures (J Med
Chem 201053:2719-40)
ALARM NMR 2 alerts - Thiol reactive compounds.
undesirable, reactive compounds 176
BMS 0 alerts i substructures (J Chem Inf Model 200646:1060-8)
Chelator Rule 0 alerts - Chelating compounds.
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H Category 0: non-colloidal aggregators;

Colloidal 10 i H Category 1: colloidal aggregators.
aggregators ’ H The output value is the probability of being
colloidal aggregators, within the range of 0 to 1.
W Category 0: non-fLuc inhibitors;
- H Category 1: fLuc inhibitors.
FLuc inhibitors 10 ® H The output value is the probability of being fLuc
inhibitors, within the range of 0 to 1.
H Category 0: non-blue fluorescence;
Blue 0312 ® H Category 1: blue fluorescence.
fluorescence ' H The output value is the probability of being blue
fluorescence, within the range of 0 to 1.
H Category 0: non-green fluorescence;
Green 0.868 ® H Category 1: green fluorescence.
fluorescence ' B The output value is the probability of being
green fluorescence, within the range of O to 1.
M Category 0: non-reactive compound;
Reactive 0.902 ® H Category 1: reactive compound.
compounds ' H The output value is the probability of being
reactive compound, within the range of 0 to 1.
H Category 0: non-promiscuous compound,;
PromiSCLOUS H Category 1: promiscuous compound.
0.302 o B The output value is the probability of being
compounds . o
promiscuous compound, within the range of 0 to
1.
3. Absorption
Property Value Decision | Comment
Caco-2 N :
Permeability -4.642 [ Optimal: higher than -5.15 Log unit
MDCK M low permeability: < 2 x 10-6 cm/s
Permeabili -4.763 o H medium permeability: 2-20 x 10 cmis
ermeability H high passive permeability: > 20 x 107 cmis
B The experimental data for Peff was logarithmically
transformed (logPeff).
B Molecules with log Peff values below 2.0 were
PAMPA 0.08% ® classified as low-permeability (Category 0), while
those with log Peff values exceeding 2.5 were
classified as high-permeability (Category 1).
H Category 1: Inhibitor;
. H Category 0: Non-inhibitor;
Pgp-inhibitor 4 ® B The output value is the probability of being
Pgp-inhibitor
H Category 1: substrate;
Pgp-substrate 0.004 P H Category 0: Non-substrate;

B The output value is the probability of being
Pgp-substrate
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B Human Intestinal Absorption
H Category 1: HIA+( HIA < 30%);
HIA 0.0 o H Category 0: HIA-( HIA >= 30%);
B The output value is the probability of being HIA+
B 20% Bioavailability
H Category 1: F 20% + (bioavailability < 20%);
FZO% 0.014 [ M Category 0: F 20% - (bioavailability > 20%);
B The output value is the probability of being F 20%
+
B 30% Bioavailability
H Category 1: F 30% + (bioavailability < 30%);
Fso% 0.074 [ M Category 0: F 30% - (bioavailability > 30%);
B The output value is the probability of being F 30%
+
B 50% Bioavailability
H Category 1. F 50% + (bioavailability < 50%);
Fso% 0.132 [ B Category 0: F 50% - (bioavailability > 50%);
B The output value is the probability of being F 50%
+
4. Distribution
Property Value Decision | Comment
B Plasma Protein Binding
Optimal: < 90%.
PPB 98.287 ® W Drugs with high protein-bound may have a low
therapeutic index.
B Volume Distribution
VDss -0.101 ¢ B Optimal: 0.04-20L/kg
B Blood-Brain Barrier Penetration
BBB 0.563 H Category 1: BBB+; Category 0: BBB-;
B The output value is the probability of being BBB+
B The fraction unbound in plasms
Fu 1.317 ¢ B Low: <5% Middle: 5~20%; High: > 20%
OATP1B1 H Category O: Non-|_nh|b|tor; Catt_a_gory 1 |_nh|b|tor.
inhibitor 0.978 o B The output value is the probability of being
inhibitor, within the range of 0 to 1.
OATP1B3 M Category O: Non-!nhlbltor; Catggory 1: |_nh|b|t0r.
inhibitor 0.999 o B The output value is the probability of being
inhibitor, within the range of 0 to 1.
BCRP B Category 0: Non-inhibitor; Category 1: inhibitor.
inhibitor 0.048 o B The output value is the probability of being
inhibitor, within the range of 0 to 1.
MRP1 B Category 0: Non-inhibitor; Category 1: inhibitor.
inhibitor 0.005 o B 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 H Category 1: Inhibitor; Category 0: Non-inhibitor;
S 1.0 o B The output value is the probability of being
inhibitor L
inhibitor.
H Category 1: Substrate; Category 0: Non-substrate;
CYP1A2 ) . )
substrate 0.0 o B The output value is the probability of being
substrate.
H Category 1: Inhibitor; Category 0: Non-inhibitor;
CYP2C19 ) . .
S 1.0 o B The output value is the probability of being
inhibitor L
inhibitor.
H Category 1: Substrate; Category 0: Non-substrate;
CYP2C19 ) . .
substrate 0.0 o B The output value is the probability of being
substrate.
CYP2C9 H Category 1: Inhibitor; Category 0: Non-inhibitor;
o 1.0 o B The output value is the probability of being
inhibitor L
inhibitor.
CYP2C9 B Category 1. Substrate; Category 0: Non-substrate;
substrate 0.002 o B The output value is the probability of being
substrate.
CYP2D6 H Category 1: Inhibitor; Category 0: Non-inhibitor;
S 0.96 o B The output value is the probability of being
inhibitor L
inhibitor.
CYP2D6 B Category 1. Substrate; Category 0: Non-substrate;
substrate 0.047 o B The output value is the probability of being
substrate.
CYP3A4 l Category 1: Inhibitor; Category 0: Non-inhibitor;
. 0.141 o H The output value is the probability of being
inhibitor s
inhibitor.
H Category 1: Substrate; Category 0: Non-substrate;
CYP3A4 . I .
substrate 0.0 o B The output value is the probability of being
substrate.
CYP2B6 l Category 1: Inhibitor; Category 0: Non-inhibitor;
o 1.0 o B The output value is the probability of being
inhibitor i
inhibitor.
W Category 1: Substrate; Category 0: Non-substrate;
CYP2B6 ) . .
substrate 0.0 o B The output value is the probability of being
substrate.
CYP2C8 B Category 1: Inhibitor; Category 0: Non-inhibitor;
S 1.0 o B The output value is the probability of being
inhibitor L
inhibitor.
B human liver microsomal (HLM) stability
H Category 0O: stable+ (HLM > 30 min); Category 1.
HLM 0005 °® unstable- ( HLM < 30 min). The output value is the
Stability ' 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

B 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.

1/2

0.649

B The unit of predicted T1/2 is hours.

B 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

B Molecules with IC50 <10uM or >50% inhibition at
10 uM were classified as hERG+ (Category 1),

B while molecules with IC50 >10uM or < 50%
inhibition at 10uM were classified as hERG -
(Category 0).

B The output value is the probability of being hERG+,
within the range of 0 to 1.

hERG
Blockers
(20um)

0.625

B Molecules with IC50 <10 uM are classified as
hERG+ (Category 1),

B and molecules with IC50 > 10uM are classified as
hERG- (Category 0).

B The output value is the probability of being hERG+,
within the range of 0 to 1.

DILI

0.742

B Drug Induced Liver Injury.

B Category 1: drugs with a high risk of DILI;

B Category 0: drugs with no risk of DILI.

B The output value is the probability of being toxic.

AMES Muta
genicity

0.544

B AMES Toxicity

H Category 1: Ames positive(+);

B Category 0: Ames negative(-);

B The output value is the probability of being toxic.

Rat Oral
Acute
Toxicity

0.218

B Rat Oral Acute Toxicity.

W Category 0: low-toxicity, > 500 mg/kg;

B Category 1: high-toxicity; < 500 mg/kg.

B The output value is the probability of being toxic,
within the range of 0 to 1.

FDAMDD

0.343

Bl FDA Maximum (Recommended) Daily Dose.

B Category 1: FDAMDD (+);

H Category 0: FDAMDD (-);

The output value is the probability of being positive.

Skin Sensiti
zation

0.88

H Category 1: Sensitizer;

B Category 0: Non-sensitizer.

B The output value is the probability of being toxic,
within the range of 0 to 1.
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Carcinogeni

H Category 1: carcinogens;

city 0.33 B Category 0: non-carcinogens;
B The output value is the probability of being toxic.
H Eye Corrosion
Eye H Category 1: corrosives;
Corrosion 0.109 Category 0: noncorrosives;
B The output value is the probability of being
corrosives.
H Eye Irritation
Eye 0.984 B Category 1: irritants;
Irritation ' Category 0: nonirritants;
B The output value is the probability of being irritants.
H Category 1: respiratory toxicants;
. H Category 0: non-respiratory toxicants.
Respiratory 0.689 B The output value is the probability of being toxic,
within the range of 0 to 1.
B Human Hepatotoxicity
Human Hep 0514 B Category 1: H-HT positive(+);
atotoxicity ' B Category 0: H-HT negative(-);
B The output value is the probability of being toxic.
Drug-induce B Category 0 non—nephr_otoxm );
d Nephrotox 0567 H Category 1. nephrotoxic (+).
icity B The output value is the probability of being
nephrotoxic (+), within the range of 0 to 1.
H Category 0: non-ototoxicity (-);
. H Category 1: ototoxicity (+).
Ototoxicity 0.256 H The output value is the probability of being
ototoxicity (+), within the range of 0 to 1.
B Category 0: non-hematotoxicity (-);
Hematotoxic 0.384 H Category 1: hematotoxicity (+).
ity ' H The output value is the probability of being
hematotoxicity (+), within the range of 0 to 1.
H Category 0: non-Genotoxicity (-);
. B Category 1: Genotoxicity (+).
Genotoxicity 0.86 H The output value is the probability of being
ototoxicity (+), within the range of 0 to 1.
RPMI-8226 B Category O: non-cyt_o;oxmty (-);
N H Category 1: cytotoxicity (+).
Immunitoxici 0.049 ) . .
ty B The output value is the probability of being
ototoxicity (+), within the range of 0 to 1.
H Category 0: non-cytotoxicity (-);
A549 0.168 H Category 1: cytotoxicity (+).
Cytotoxicity ' B The output value is the probability of being
ototoxicity (+), within the range of 0 to 1.
B Category 0: non-cytotoxicity (-);
Hek293 0.603 H Category 1: cytotoxicity (+).
Cytotoxicity ' B 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

H Category 0: non-neurotoxic (-);

H Category 1: neurotoxic (+).

B 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

B Bioconcentration factors are used for considering secondary
Bioconcentration 1.465 poisoning potential and assessing risks to human health via the
Factors ' food chain.

B The unit is —-log10[(mg/L)/(1000*MW)]

B Tetrahymena pyriformis 50 percent growth inhibition
IGC,, 4.281 concentration.
B The unit is —log10[(mg/L)/(1000*MW)]

B 96-hour fathead minnow 50 percent lethal concentration.

LCqoFM 517 B The unit is —log10[(mg/L)/(1000*MW)]
B 48-hour daphnia magna 50 percent lethal concentration.
LCg,DM 5686 | m The unitis —log10[(mg/L)/(1000*MW)]

9. Tox21 pathway

Property Value Decision | Comment

M Aryl hydrocarbon receptor

H Category 1: actives ;

H Category 0: inactives;

H The output value is the probability of being active.

NR-AhR 0.25 [

B Androgen receptor

H Category 1: actives ;

B Category 0: inactives;

B The output value is the probability of being active.

NR-AR 0.0 [

B Androgen receptor ligand-binding domain

M Category 1: actives ;

B Category 0O: inactives;

B The output value is the probability of being active.

NR-AR-LBD 0.238 o

H Category 1: actives ;
NR-Aromatase 0.041 ([ B Category 0O: inactives;
B The output value is the probability of being active.

B Estrogen receptor

B Category 1: actives ;

W Category 0: inactives;

B The output value is the probability of being active.

NR-ER 0.958 o

H Estrogen receptor ligand-binding domain

B Category 1: actives ;

B Category O: inactives;

B The output value is the probability of being active.

NR-ER-LBD 0.081 [

B Peroxisome proliferator-activated receptor gamma
NR-PPAR-gam 0.029 P B Category 1: actives ;
ma ' B Category O: inactives;
B The output value is the probability of being active.

B Antioxidant response element

B Category 1: actives ;

B Category O: inactives;

B The output value is the probability of being active.

SR-ARE 0.969 [
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SR-ATAD5

0.56

B Category 1: actives ;
B Category 0: inactives;

B ATPase family AAA domain-containing protein 5

B The output value is the probability of being active.

SR-HSE

0.667

M Heat shock factor response element
B Category 1: actives ;
B Category 0: inactives;

B The output value is the probability of being active.

SR-MMP

0.967

B Mitochondrial membrane potential
H Category 1: actives ;
H Category 0: inactives;

B The output value is the probability of being active.

SR-p53

0.933

H p53, a tumor suppressor protein
H Category 1: actives ;
W Category 0: inactives;

H The output value is the probability of being active.

10. Toxicophore Rules

Property Value Comment

- H 20 substructures;
Acute Toxicity Rule 0 H acute toxicity during oral administration
Gen(_)toxm - W 117 substructures;
Carcinogenicity 6 alerts . . y
Rule H carcinogenicity or mutagenicity
NonC_;enoto?q_c W 23 substructures;
Carcinogenicity 2 alerts . . . .
Rule W carcinogenicity through nongenotoxic mechanisms
Skin Sensitization W 155 substructures;

4 alerts o R
Rule W skin irritation
Aquatic Toxicity 3 alerts W 99 substructures;
Rule H toxicity to liquid(water)
NonBiodegradable 1 alerts W 19 substructures;
Rule H non-biodegradable
M 164 substructures;

SureChEMBL Rule % Bl MedChem unfriendly status
FAF-Drugs4 Rule 2 alerts 154 toxic substructures from FAF-Drug4
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Background/Objectives: The Increasing provalenoe of multsdnag-ressstant Stapbylocoeons
anrens represents a major cimical challerge, primarily driven by the acquisstion of multiple
resastanoe rwchaniemes. Amony these, efffux pumps such ax Nord play a pivotal role
in quirolone resistance by promoting active drug extruston and reducing mtracellular
antibiotic Jevels. This study evabuated the syrthetic chalcooe CMAADMA o5 a potential
NoeA efflux pump inhibitor and modulator of bactental secstance. Methods: Antimi-
crobial susceptibility assays wene conducted against 5. mwrews SALEY (wild-type) and
SATIHE (NorA-overexpressing ) strains. The mistimum inhibitory concentration (MIC)
of CMALDMA and its medulatory effects oo neefloxacen and ethadium bromide were
determired. Efffux inbibition was assessed by ethidium bromide accumulation and SYTOX
Croen assays. Molecular docking and i silico ADMET analyses wore performed to peadict
binding affinity and phanmacokinetic parameters. Resultss CMAADMA exhibtted no in-
trirwic antitacturial activity (MIC = 1024 pg/el) but wdsioed the MIC of norfloxacin from
32 to 8 ug/ml and that of ethsdium bromide from 32 to 8 ug/ml :n SA1199. In SALI9IE,
reductiore from &4 to 16 pg/mL and from 64 %0 32 ug/mL were observed, respectively
Fluorescence Increased by 15 without affecting membrane Intogrty. Docking revealed
2 binding affirety of =7.504 kcal/mol, stronger than norfloxacn (=7 242 keal /mol), in-
volving kvy residues Leu218, 1309, Ang310, aned IW313, ADMET data insdicated high
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o0l 24

intestinad absorplice (88 76%) and pesmwability (Papp = 138 < 10" cm/s). Conclusions:
CMAMDMA effectively restosed nocfloxacin susceptibiility in resistant S, aurens strains, bagh-

lighting lts potential as a promising scaffold for developing noved efflux pump mhibitors
and antibuotic adjuvants

Keywords: Stophvooaccus arcas; chalcone: bactenal resistance; efflux pump,; docking,
ADMET

1. Introduction

Antibiotic nesistance corsbitutes cne of the greatest contemporary challenges to public
health, impacting infecticn-related mostality, proloeging the course of deseases, Incomsing
treatment costs, and reducing sonal productnaty. In addition, it compromnises the effective-
nesé of midical inberventions that rely oo antimicrobals, such as prophylacte surgerios
and chemotherapy [1-4]. The emergence of resistance largely results from the adaptive
capacity of bactersal populations, intersified by the indiscriminate use of antibiotcs, which
favors the saqaistion and dissemnination of resistance rwcharsims.

Among mulbdmg resistant pathogens, Staphiydococcus surens (S, avrens) stands out
e to i high vinsdenar, ability 0 evade immune nsponses, and incnmsEng ns ssance
1o antimicrobals [5-4] This vematike microoeganism can cause anything froen mild shin
Jesioms to severe discases sach as sepsix poeumonia, and toxic shock syndrome theough the
production of multiple vieaknce factors, including loxing, adhesion peoteins, and immure
evasion systems such as protein A, superantigenic tonans, and the agr quoram sensing
system [9],

Resistance In 5. aurews anses both froen spontarcous genetic mutations and from
the acquisition of resistance gerwes via horizontal trarsfer. Mobile genetic elements such
as plasmids, transposeons, pathogenic lands (SaPli), and saphylococcal chromoscenal
cassettes (SCUs) enable the rapad dissemnaton of resistance determinants | 10]. Amoag
th st smportant mechanisms are enzymalc inactivation of antibiotics, medification of
mudecalar targets, reduced membrane permeabdlity, and activatioe of efffux pumps [11-13]
Processes such as conjugation, natural transformation, and phage-medsated transduction
contribule to the emergonce of highly vinuend and wssshudt strains.

Among these mechanasms, efflux pumps stand out as central resistance systems, pro-
moking the active extieseon of anfibeotics aod other toxic compournds [14]. Studies indicate
that the 5 anseus gesome encodes at beast 31 multidrag efflax pusips distabuted amaong the
major trapsporter families [15]. The Major Faalitator Superfamify (MFS) has received partic-
ular atiention, especially he NoeA punsp, responsbbe for the exlrasion of fluoroquensloess
ard cther drags. Its fumction operates through a protoa/drug anbiport mechanism, whach
may be constitativedy expressed or induced by expossine 80 antimicsobials [1o-15]

Given the scaraty of new antimicroblals, alternative strategles have been explared,
including the use of efflu pump mhibitors (EPs) [19], These compounds block drag extra-
abory, polentully reversing ciflux-mediabed ssistance, rodocing roquired doses, menimizing
adverse efficts, and restoring the efficacy of previously meffective antibsotics | 19-22)
EPls can be natural or synthetic, and compounds derived from medicinal plants, such as
chakiones, have shown promise due to their structural diversity and browd spectrum of
biobogical actlvities |21,25],

The litezature reports vanows efffux pumg inhditors (EPis), both synthebs and rat-
ural, capable of restortng antibdotic effectivinoss against resistant stralns. Among, the
synthetic inhibitors, PASN (phenyialanyl-argnyl-f-raphthylamade; ts notable, functicaing
through competitive inhibition and gene regulation [24,.25); CCCP (carbonyl cyaride-m-
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chionopbenyibydrazooe), which disrupts ATF symthesis [26]; NMI (14 l-naphtbyimethyl)-
piperazine), which hinders the proper assembly of pamps [ 27]; and MBX2319, a pyrazolopy-
ndine desivative with proven activity agadrst £, cof! [ 28], In the natural inhibétoes group,
silyben starxls oat for reduding the expression of NoeA and gacA/B genes in 5 surews [ 295
boeravinone B, which enhances clprofioxacin’s action [%); curcumin, an inhibitor of the
TetK pump [31]; berbenne and columbame, which interfere with ATP synthesis [12]; and
wserpine, which binds disectly b transport proteins [33]. Additiomally, essential vils from
Origanum vulgare ard Nigella sativa have showa potential in modulating efflux gene
expression and altering bacterial membrane permwability [34,35]

Although numssrcess natual and synthetic compounds have been doscribed as efflux
pump inhibétoss, the search for effective, safe, and structurally vessatide molecales still
nepresents a segraficant challvnge in combatiog; becterial nesistonce [22) In this consext,
chalcoows stand out for thear broad spectoum of biclogical activities and their ability 1o mod-
uhibe rsistance mechanisms [36] These molecules, widely dastrbuted in Flowers, aves,
fruats, ardd oots, cin be obtained by chemical or semi-synthetic synthests [37], exhibie low
toxicity. a characterstic vellow coloration, and act as precursors of various bioactive coo-
povests [5.39], Studies indicate that chaloones disglay antioxidant, anti-inflammasory |41}
antimicrobial [ W], anticancer [35], and antiviral asctivities [41), i additon to enharcing
antibiotic action and mducing viralence factons sinch as biofilm formation and tosin pro-
duction [42-34),

However, investigations involving specific syrehetic derivatives, such as the chakore
CMALDMA, romain scarce, Thiss, the present study simed (o evaluase $we potertiol of thw
synéhetic chalcone CMALDMA as an inhibitor of the NorA cffux pump in §, savoses theough
an irtegrated in vitro and in sioo approsch, almng tecombribate 0 the developrnt of
niw therapeatic strateghes against esistant bacteral Infections.

2. Results

LT, fu Viten Andiiwe feriad Actioily
211, Evaluation of Misismum Inhdbitory Concentration {MIC)

Upon analvzing direct antihacterial activity, it was cbserved that the chalcone exhibited
no dimect activity @ tw in vitro minimum inbebitory comcentration | MIC) assay, with values
equal o or greater than 1024 g/ ml foe all straing, whidh & comsidened irelovant dos
advancing to clinical studies Regarding the standard efflux pump inhitutor Carbony|
Cyanide M-Chlveophenyl Hydeazone (CCCT) MIC valoes of 8 pg/mL for strain 1199 arnxd
16 pg/ml for grain 1198 were identified.

21.2, Efffux Pump Inhibition by Modulation of Antibaotic and Evidivm Bromide MIC

In the analysis of potential MEC changes in antidiotics and ethédium broamide in e
wild-type 1199 straen, it was observed that the chalcone was able to reduce the MIC of
bath the antibucdic and ethadinm beomide, The antibsotic MIC decreased fom 32 ug/mil o
S pug/mL, and when the actvity of ethidium bromide was evaluated in combination with
the adjuvant, a similar reduction from 32 pg/mL to 8 sp/mL was cbsorved. The positive
consrol also seduced the MIC from 32 g /sl s 05 gg/ml In both associations, asshown
in Fagure 1 and Table |
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did

z 5 aurvws 1199

o e

i A2 p—

I 16 03 Necfiach

E e & CCCP + Narfle

5 & B CMAADMA + Northe
g 24 = B

F oo B CCCP =+ Eise

2 & I CMAADMA ¢ il
2 sae- i

! PRPTS Srumm : '

byl v

Figure 1. Evaluation of the aedity 8o inhebit the NoeA efflux pump by CMASDMA sgaice! the $ anrow
11 atra ey, i assnclabion with Nosflosadn and Etiie Values represent the geometne svan + S0
Ustanddand deviation). Anabyses was performed usog One-way ANOYA, folloveed by Tukey's e
sy 0LIKUE v, conirl]

Regarding the MIC changes in the NoeA-overexpeessing 11998 straln, it wasabservod
that the chaloone, as an adjuvant, was able to reduce the MIC of both the antibiot and
ethiclium bromide from 64 i /mb 1016 pg/mL for thw antibiotic and friom 64 ug/ml,
to 32 pg/mb for cthidium bromede. The posstive contral CCCP reduced the MIC from
&4 s mL 10 16 e/ ml for both the antibiotic and ethidsim bramice, a= shown in Fgure 2
ared Table 1.

g 5. awreves 11998
F b+
i ——
40+
{ 50
- 4 =9 Norflovacis
é > 3 CCCP + Narfla
- 304 £ CMAIDMA » Norfle
§ 20+ =3 Fihr
z @ CCCP+ BiBr
g B CMADMA + ExBr
= v
! L]
F |
-

2

Rgare 2, Evalaation of the atslity to snhibit the Nood effss pump by CMAADMA aguunst the
3. sunts U8 stran, e wsodation with Nodloaan and EiBe Values np t the gocesweiric
mean = S0 Issandand desvintion). Aralysis was performed wing COnesway ANOVA, folkowed by
Tukey's test, *** « p < 001 v contmd
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Table 1, Mnimum inhitésoey concentration (IMICT of Norflovacin arsd BXr abooe and in coabinaton
with CMADMA and CCUR against the S surms 11W and 11908 strains. Vakaes represent the
gromertne mwan m ug/ml.

S mweens 1194 S, awrens 11998
Norfloxacin ug/mL 1 b ug/mL £ 1
Norfloxaan + CCCP 05 pg/ml £ 1 16ug/mL 11
Nozfloxacin + CMAIDMA Sug/mL 1 Bug/mbl £15
Etfic 32 ug/ml 41 04 ug/ml £ 1
Etlly < COCP 05 pg/ml =1 Topg/mb =1
Etbe « OMASDMA Sug/ml £1 VBpg/ml +15

2.1.3. Evalumtion of NorA EElax Fump Inhibiton by Ethidium Bromade
Flucrescence Measurement

In the sssessment of ethidim bromide (EtBr) accumulation in 5. aurvss 11990,
CMAIDMA 2t 200 g fmal. cavsod a dgnificant 15% Incresse in Etfie floorescence compared
to the negative control. A similar signaficant nesult was observed with the standard efflux
prump indiibitos CCCP, which inenesed fluosvsooes by 21% in the 11998 strain (Figare 5
Table 23

8 wweens 11998
Etfir accummintion

z

21
aan LR

3 Negathve contred
B CCrp 260 pgml.
B CCOr v pg il
B CMADMA 200 sp'ml.
B CMAADMA 108 s ml.

of luoreseence (%)
g

L

0~
& & g &
//' S
Figwre 3, Evaluaton of NoeA offlsec pump mbdbsnon by CMAADMA a8 200 pg/mL amed 100 jag/mil.

Assessed by measunng Phr foormsoroe in & iwrss 1191 Resolts ane expressed oo peroentage of
fluomescence, *** = p < QDX vx, negative control; ne = nol sgnibotne

Table 2. Mean percentage of Exlir Soorescence for each group, The abbreviations a b, and < indicate
statisncal chfferenoos betseven groups with p < LIS

Groups Mean + SD
Negative control 659+ 15%
COCP 200 pg/ ml. 868+ 36"
QCCT 100 g/ ml 657 +231

CMAIDMA 200 g/ ml ROS 43¢
CMAIDMA 100 g/ ml o4 28
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214, Assessenent of Increased Bactorsal Memboane Permrwabality

It was observed that OMAADMA at 200 pg/mL andd 100 g /mL did not menease
SYTOX Caeen fuocescance ledensity compared to the negative controd i the testind strains
showing no statistical by significart diffesence from the negative control. This indicates that
the compound does il affict e peemcability. The positive control, polymyin B al
200 pg/ el and 100 g /mlb, signdficantly increased fluorescence intersity by 39% and 29
in S awrews 11998, Flucevsconoe messurements of SYTOX Graen showed po statistically
signaticant changes (Figure 4; Table 5)

Menhirses perancability
S wwrews | 1998

3 “epwbve contrsl

B33 Podyevinia 200 gl
B3 Prdymiaie 108 ugml.
B CMASOMA 110 g/l
B CWASDIMA 10 gl

0
i
Figgure 4. Bvaluation of the action of CAMNSDMA ot 200 sz /ol andd T g /ml oo the pesmnestdiny

of the bacterial mem@mane of S aumws V9B p < 00001 Wa. SYTOX Green. Resulls are exprossed as
wrneans fluonscenie infirsety. **** = o < 0000] v, megaliv e conteol; ne = oot signilicative.

Table 3, Mean percerdages of SYTOX Geeen fluceescence for each proup. The abbeeviations i, b, ad ¢
dhcate statisticad dEferences between groups

Croups Mean + SD
Negative conteol 512.44%
FPolyrmixin 200 py/ ml. W7+
FPolymixin 100 g/ ml. B+ 3°
CMAIDMA 200 ug/ml 524194
CMAIDMA 100 ug/mlL 514344

2.2, Molrwfar Dockiomg Analysix

As & casir in poing, e bgand-protein interadtions formed betwen the Fab artigenic
sequence and the NoeA diflux pump residues were plotied (see Figure SAL It was observed
that the arcmatic portsons of e antigen formad 4 series of by drophobic mberactions with
alkyl ar aromatic side chain ressdues (Figum 51 Among these, It & possible to highlight
the residues of Phe 140, 11240, Phe 303 (Figure 5B), which are characterised as mteraction
residis of known substrates of the NorA efflux pump, sach as norflosacn [45], These ane
fundamental reseducs in the identification of new inhibitoes of NorA from strain 12998 [0 ]
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Peowh wfhus guamp
S aurves TTING

Pl mdgen

Hgure % (A) Theee-dimensional representabion of the Fab antigen docking {cyam stick) i relsbon
10 the bindirg site of the NorA el peomyp S aveowe 1090 stren (purple ssefacel, and [ B) three-
dirmeresonal vsalication of the Fab antipen dockimg (cyan stick) 1 the NorA transmombrane doman
(gray caetoon In redation bo the active site resklues [gray stick).

When amalyzing the docking stmwlation poses relative to the NosA efflux pump
of 5 awrcus 11998, it was observed that the dhaloone CMA4DMA bound within the do-
mainy where e FAB antigon s comploxed, oecupying the same binding cavity & the
antiblotics Norfioxacin and Ciprofloxacin, designated as the NorA efflux pump banding
domnam (Figure cA) The cavity of this domain has a predicted molecular sarface smea of
1260043 A? (Figure €B), where a greater spatial distance from the CCCP {carbooy] cyanide
m-~chlarophemyd hyd razane) control can be noted, corroborating the expenimental analyses,
in which COCE reduced the inhibitoey concentration of Norfloxacin ard Etfir. Al the erad
of the cycle of 20 Independent docking poses, CMAIDMA complexed with the NoriA
el pump with o bisding afficdty (BA) of =754 keal /mol, which was enengatically more
favorable than Norflaxacin, which exhibeted a BA of ~7.242 keal /mol {Table 4} All sedected
best-poses performed within a favorable statistical threshold of RMSD <20 A, ensuring
reproductality of the docking samulation peotocal [47]

Table 4. Duta from Ggand-receplor inberactions obwerved in medeoalar docking wmulstions between
dhaloone CMASDNA and control kgands (Norflosadn, Ciprofloacin, Eifie and COCD * against
NotA efflus pumps.

Ligand-Receptor Interactions
Ligan E
s afkalmoB  RMSD (A) Type Residue (Distance in A)
; Leu218 (330, e300 (322, lle309 (380),

CMALDMA 750 a8 g A Arg31043.83), Ue3130.57)

H-bond Thr211 (2.28)
Fheldn (3611 Ghu222 (3 M), Tle2 44 (3 80),
Hydrophobic
Norflovacin * 7M2 a4u7 64 Phaed08 (351}
H-bord Glu222 (2.80), Asp307 (2.60)
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Table d Cont,
Ligand-Receptor Interactions
Ligand Ey (kealmaoll  RMSD
b W Type Residue (Distance in A}
X Glu222 (357), 1e240 (359, 11234 (269,
Ciprofloxacin ® %4827 1.748 AL e Te2da (2 54)
H-bond Ser226 (177), SerX20¢2 35), AspXI7 (30M)
Phe140 {3,811, Phel 40 (359, Glu22 (358),
Hydrophobic  Glu222 (3.8%), Tyr225 (158), D24 (3.64),
Eile * -£363 096 Plhedid. (3,59
H-bond Ser226/(3.46), Aspd07 (2:24)
nestacking Phedod (4.74)
Hydraphobic 1119 (353), Phwed? {3.97), Paed? (165)
o R e Hebond Gln1 (2.98), As>a 2 39)
Nt (11 DL the aomemon Inven c1ions It (e contr Higards shoured 11 (ke o fre co-crysiallined Tass
o tughtighied
Modin b sufete
oy {160 43 A9

Vi s
e

e b wros
b
ey

W CAMANMA - Nl OOV, e

Fguree 6. {A) Throe disdensional structuee of B NorA efffux pump Soawaus 1198 (while) co-
arystallizsd with the Fab antigen (cyan) and complexed with CMAIDMA chakooe. the antibiotics
Norfosacin sesd Ciprofiosacin, and Ellr and OCCP contreds, bighlightiog the Binding sibe (blue celar].
(B) Enlangement of the mokcular surfoce anca of the cavity predicted for the binding doman of the
NotA efflun pumnp. (C) Theee dinsrsdond visuaBzatioe of the Egaiud-recep e inlessctioos feomad
betwren the CMADM A bgands (green) and the antblotic Norflovacin (swe) and the ressdues of the
birding demain of the NorA offux pamg. (D) Three-dimensional visualizathon of ligand -recoptor
wberactons formed between CMALDMA Ligands [goesn) and Etllr contral foeange| ard sesid s of
the Nt A efflay pumip bisding dosdn.
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Analysis of ligad-revepsor mbvradtioms reveaked that CMASDMA (grven) furmed
hydrophebic miteractions with the alkyl portions of residues Leu218, [5e309, Arg310, and
1le313, whereas Norfloxacin (Bue) tended to form hydrophoble interactions with aro-
matic resicues, ind uding Phel40 and Phed03, which ane neighbosing nesidues within the
binding doeain cavity (Figure 6C) [45]. When compared with ExSr (Fgure 602, distinct
interactions were observed, although near CMAJDMA, formed between the control and
aromatic residues (Phe 140, Tyr225, and Phe303). 1t is noteworthy that a bydrogen borsl
Interaction was formed between the NH; group of CMAIDMA and the polar portion of
The211, whew € calculated denoe-acceptor dissarce of 2.28 A indicates moderase-to-weak
polar intoractiors (2.5 < d[A] < 3:1), with & stronger binding compared so Northxacin
(d =280 A} |#9).

2.3, I Sdan ADMET Steady
2.3.1. Cell Permuability Prediction

Iey the pradictive ADMET analyses, effective cedialar permeatsdity (Fapp) in Caco-2 odls
showed a strong correlation with the caleulated physicochemical parameters of Bpophilicity
(loglt ard aquecus sclubility (logS), For the predicted parmmeters, a statishical correlation
of ¢ = 0053 wis caloulated, indicativg a durectly proportional relationship batween Caco-2
Papp and logP The compound CMAIDMA occupeed a physicochemical space statistically
<loser o the controls Etfle and COCT, wheme logPapp mdioes increased from =52 when
logl exceeded 2.0 (Figure YA) This indicates compounds with Jow affinity for aguecus
environments (fogh < -3.0) and high celbular permeability.

o
A Cell permesbility prediction B
r - - .- -~
In “ '
{ / CMASDMA
/ '3
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/ / J
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wen 8 D B= .- .u hags m

Fgure 7. (A} Aligneant detworn appanmt porsaability (7,00 in Caoo-2 arllsand logP 2exd coere-
hitlon with physicodvemical descriptors of aquenns solubiiiny (logS) mokeculor welght (MWL and
ramber of H-bond acceptors (nl1AL and (B} drug-ltke rodae-kke propertics radar for the valies
caleulated for CMAIDMA In refation %0 the thnesdwoldds of bogd” between =L 0-510, MY between
X050 g/ mol, TPSA betwoen 20-120 A%, logS > -3, uressturations (Fepd > 0151 and nfitet < 10

In the deugdide spave rader (FAgure 7H), the calculated logP of 274 positiooed
CMAJDMA within the ideal Upophiboty range according to Plizer’s biopharmaceut
cal classafication system (=7 < logP < 5). Mareover, #s mobecular weight of 3284 ¢ /mol
fell within the appropriate drug-like rasge (00-500 g/mol) (Table 5). The TPSA value
of 4633 A%, largely influenced by the NHz group, wae within the optimal threshold for
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improving pharmacokinetic properties and meducing in vive toscity tisk (4090 A%}, Tiw
QED score of 0.525 further supports the pharmacokinetic viabikty of the comgpound.

Table 5. Physicad-dueniced propestics cieulased for CMASDMA and applied 1o the quantiugive
estimason of drogheswess (QED) exilerion !
Property Value Optinsal Range
logP 2N <50
logS a7y »>-30
MW (g miod} w4514 200500
TPSA (A%) 1533 40-94
nHA 3 <10
nHD 2 <5
nRot 4 <10
AROM 2 <3
QED? 0525 -

Nk TR v g et bt frows, Equation 11

The predicted Papp value In Cacor2 celis was 138 x 10" amy/s, Indicating higher
intestinal permeabifity compared with Norflonacin and Gprofloxacin, which showed val-
e bedow 10 = 1077 emfs {Tabe 6} In MDCK cofls, predicled permeability values above
L5 = 1077 am /s suggested that CMAADMA, similarly to EtBr and CCCP, may present
high permeability in maone seloctive ol lines The predictod prabability of inferacton with
the efflux nansporter Pogp indicated a low Bkelibood of CMALDMA being a sabstrale,
a characteristic associoted with compounds of low polarity (TPSA < % A%). Reganding
distribubion, the prodicted Vdss of 0.37 L/ kg suggpestod that the compound may dsinbule
relativedy evenly between bloond plasma and biokogical Bssues. Plasma protein binding
prechictions indicated PPH =00%, Tikely dae to the compound’s Jow polarity and the hy-
drophobic nature of the malecule, favorning binding within the hydrophobic cavities of
serum proteins

Table 6. Predicted pharmacobinetic proper ties of CMAADMA through the madtiplotform ADMET
prctoa ioprowch,

Property CMAIDMA Norfloxacin Ciprofloxacin ExBr ocer
Pypp Caco-2 (emy/5) 138 < 10°° 29 = 10" 138 x10" 741 < 107" 154 =« 1070
Papp MDCK {cm/5) 190 <10" 670 x 10" a2 « 10" 186 x 10°* 155 x 1"
Pgp (probability) [FTLY 0.9 1.us DL o0
Cligepu (ML/min/ 1P cells) 7650 1281 2% 8567 428
Claioro {mL/min/kg) 10.58 £.20 331 655 349
Vigon (L/Ag) 037 021 026 074 an
PPS "u) 44.31 2054 35 8313 g7

2.3.2, Brain and [ntestnal Permeation and Casdiotexicty

In the mokecular lpophilicity potential (MLP) map, the struchural contributions that
faver human mtestinal absorptson (HIA) and blood-brain barrser (BBE) permeability were
idendilicd Sarface analysis indicased thal the NH; group of OMAIDMA is baghly polas
and exhibits a lange solvent-accessible surface area (red spectrum ), whereas the substituted
aromatic rings concentrate most of the compound s lipophilic surface (Hoe spectrum),
resulting in a caloulated logl of 274, consdstent with optimal affnity foe lpophilic env lron.
ments (Fgume SA}
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Figure & (A} Molecular lipephilicity potensal (ML) map, {81 human insestmal absorption (HIA)
prodiction, |€) Blood-brain bamer permenbidity {loglB) prediction, (D) 2D suscoplibility wsp ol
edetet o of human Eber-aego-go-Related Gene (RERG) K* dependent channeds, (E) hERG affivary
exprvssed as ihibition potertial {pKiL (P hERG Inhitition activity expressed 35 inhibstory concen-
tration (plCag )

This property supports an estimated HIA of 8876% (Figure #8). as lipophike com-
pourrts more sadily permeate cell membranes and thus display enbasced absorption. Thw
moderatesto high bpophalicity (logP > 2.0-3.0) also favoes permeabllity In selective cell
lines, sacky as MDCK cells, commanly applied in BBB permuability ssays In thas context,
the predicted loghils of 87 corrdated with the predicted MDCK permeability {Tabde o),
akgning with data cbserved far at least 7% of CNS-active compounds in the ADMET-LMC
database (Figume 5C),

Add:tionally, the lipophilic nature of the substituted aromabc rings was assodated
with potential inhibition of hERG (haman Exher-a-go-go-Related Gene) chanmeds, In silao
prediction suggested that the a,f-ursaturated aromatic systemn contributes negatively o
K*-dependent hERG chaneel inhibition. yiekiing an estimated Ko of 6.104 pM and a piCy,
of 5.21 -+ Q35 (Figare HD), The data similarity hest further predicted a potertial mhikstion
pK1 of 5.43 with 33% similarsty to krown hERG inhibitors (Figure 8E) and a predicted
PlCaq of 5,60 with A7% similanty to composrds documentid as hERG inhibitors in the
ADMET-IMC database (Figure 5F).

2.3.5. Site of Metabolism and Rat Acute Toxidty

Prediction of the metabolic site mdicated that CMAADMA contams an -AN(CH; )3
group, which contrilntes regativedy {malf cokor spectrim) 10 first-pass metabolam, This
slte was identified as an N-dealkylabion site mediated by major OYPASO sofoems, Indud-
ing CYP2D6, CYP2CY, and CYP3A4 {Fgure YA). Such beotransformation may generate
unstable aldehydes and free radicals capable of mteracting with macromodecubes such as
DNA, potentially feading to hepatotonac effects [5]. The data similanty test confirmed
that this s a stracturally specific mwtabolic site within acorplable simdanty theesholds
(Figure YB} [51]. Predicted first-pass kinetics suggested a hepatic clearance (ClHepa) of
76,50 pL/min N10° celds, indicating thot CMAADMA could be muore rapid iy metabolized by
hepasacytes than Norfloxacn and Clpeodlonacin, which exhibited CLHepa values below
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Rgure 9. {A) 2D reactivity map and pradicton of the metaboitsm site ol the chakon: CMAJDMA,
(B similaney spectram of dass i relation to resctive fragments depositod in the STopTes train-
g e, and (C) predictice of lethal dose (1LDg) in rats for deffesent ulministration noases oral
IF—inteaperitoweal, IV—intra and SC—subcul

Al the mucrosomad bevel, prediced dearance values (ClLMxcro) Indicated that Nor
floacin and Ciprofloxacin are metabolically more stable (<50 mL/min/kg) compared
with CMAJDNA, which showed a peedicted CLMEcro of 1088 ml/ min kg, reflecting
relative metabolic instability and faster first-pass exaetson of the chaloone (Table ) [53]
Toxicity predictions in rats reveabed an or) LDy of 1924 /K, shighthy bedow the gemeral
safety threshold (LDvg > 2000 mg /kg). saggesting possible toxicity due to metabolic activa-
tion (Figure 9C) [34]. For parenteral routes, the pradicted LDy values were <500 my kg
for mtrapertsoneal (IF) and intravenows (1IV) admdnistraticn, Indicating greator sysiemic
toxicity when first-pass metabolism is bypassed. For subcutanecus administration, the
predicted LDsy of approsimately 8937 g/ kg ssggessad thal this soute comild be feasilde,
particularly for topical or localized infection therapies (Figare YC).

3. Discussion

The lack of a relevant MIC does not entinely disqualify a substance for potential appli-
cation in other studies agamst microorganisms, particulady when covsidering s possible
use as an antiblotic adjuvant. In the case of efflux pump mhibitoes, the abserce of direct
activity may even enbarsw thewr applicability; as previowsly noted m the Literatare [55],

Restoring the activity of antibiotics or other antibucterial agents through adjuvants
is ane of the mam strategies currently emploved to control strains harboomg multiple
mechanssms of resistance fo antibucteniad drugs or other bacterscidal agents [5], This is
particularly relevant because the discovery of rew effective antiblotics is increasingly rare
Furdwrmore, even when a new antibiotic is descovered, the I3ekhood that ils mdiscnanina e
use will kead to bacterial sestalanee is bagh |57 Vardous methods exist 1o assoss the ability of
substances to restore antibitic actvity and, consequently, toidentify the bactero! resastance
mechumisms involved. Reduction in the minimuem mhabitory concentration is ane of the
first analyses performed to mdicate the restosation of antibiotx activity, typically using
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sul-inhibisory concentrations af the bt substanoes i combination with an antibsotic o
apother antibacterial agent {55,

Ins the present study, as shownin Figure 1, CMAIDMA at subanhabitory coexentrations
wias ghie to restore antiviot activity by nadacing the MIC, and the same effect was observed
incomblration with ethidium becenide. In the case of ethidium broenide, the MIC reduction
ts mdicative of efflux pump mhibition, which & remnfocced by the action of the positive
controd, the efflux pumg inhibitor COCT 1t is alsa noteworthy that the SATTH strain isa
NorA efflux pump carrier with basal expression, and the dbserved MIC reduction in this
strain may indicase inhibitom of basal NorA pump expression, as diustrastod in Figure 1 [59]

The SAT1998 straln & widely described In the Bleratum for it high resstance to
norfloxacin and other quinolomes [ 16,60]. Resastarce to this class of antibsotics in S anrens
can ocour vie offlux pumpe or by modifications in sopoisomernse, the primary tanget of
quinolones {ol]. MIC reduction = this straln, as cbserved in SA1199, puy be assodated
with inhibition of previoasiy deseribed resstance mechanisms. The SATI99B stram over-
expresses the NorA pump, and the decrease in MIC agalast cortain antiblotics strongly
suggests inhibition of this trarsposter, particularly when its expression is high in the bacte-
ik ool rwemnbrane: To rube oot inderdenence from other mechanisans, it 5 common practioe
to evaluate MIC reduction in ethidium bromide, a characteristic substrate of NorA, aloag-
aide the effect of COCP 35 a rifervnoe offfux pomp inhibstor. Thus, the results presented in
Figure 2 suggest that CMASDMA has potential s 3 NorA paung Inhibitor,

Studies with natural chakores molated from Armebvdeen bracfapods 152] and synthetic
chakiones [63] have shown that, similarly fo0 CMASDMA, chakores exhilit no disect
antibactenal actavity but sagnificantly reduce the MIC of nocfloxaan inSALL®E strains and
of ethictium broenide, indicating NorA pamp inhibition. Docking experimints cordinmixd
ligand overlap with the noeflonacin binding site in NoeA. These esults ane particularly
similar o those observed with CMA4DMA, where the amino group on the phenclic ring
contribuated positively 1o MIC redaction in NorA-barboring strais [62,52).

In addition to the studies mentioned, the me chalcone used m the present work
was mvestigated agairst S monws straies K4100, camrving QueC and B-lactamases [64],
carrying MepA [65]. No intrinsie activity (MIC 2 1024w /ml) was observed In of thwr
stucdy. In the K400 strain, OMASDMA did notinhibit f-lactamase but sgnificantly reduced
thwe MIC of Ette from 64 to 32 pe/mb. [n the previouwsly mentioned study against strain
K268, agnificant MIC reductions for ciproficaacn and ethidium bromade were cbserved
Docking studies confirmed that the chaloone can bind to the same site ccoapiod by the
standard chlorpromazine inhibisor, interacting with key peotein resbdues, which suppans
its potential as a Mep A inhibitor, as it may in [45].

These stadivs complement amd vaSdate the results chtained in the present work,
demorstrating that CMAJDMA consastentiy reduces effluncmediated resstance in defferent
S oumne geowtic hackgrounds (NocA, MepA, and QaoC), consolidating it as a promising
antibacterdal adjuvant candidate.

According to Figure 3, the increase in flucrescence due 10 greater introcellular ethidiam
bromide accumulation corroborates the MIC reduction results, supporting eflux pump
inhabttion. CMASDMA was able to promote increased intracellular EtB, makng it more
available to intercalate with bactenial DNA 25 a4 comsequence of efflux pump infibrtion,
which normally extrudes the compouend from the cell [+6].

Studies of intracellular bromade accumulation using CMAADMA in 5, rurens 11998
are nonexiskent, but there are shudivs with oftwr chaloones that shaw inhibition of the
efflux pump with increased fluorescence due to ethadium bromide accumulation, as in
the study by [67], which evalsated o library of 117 chaleoms for mhibitory activity of the
NorA pamg medlated by BtBr efflux Furthesmare, the study by [08] evabuated the actikm
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of chaleane derivatives capable of incrvwsivg EtBr acoumubation in 5 swncus by inhibiting
efflux pumps. Theredore, these two studies corruborate the present study by demwonstrating
the abslity of dhalkoones to Increase the amoant of intracellular bromide, related to efflux
protetn inkabition

Theredoee, according to Figure 4, the chalcone CMASDMA did not alter membrane
permeability, and thus its effect cannot be attnbuted to indivect efflux pump mnhibition via
changes in metmbrane Paidity. Althsough indinedt mhibition trough membrane abieration is
one mode of action for compounds targeting efflux pumps, direct mteraction with the pump
is more comman [64,70], Exceptions exist, such as m the study by [71] where menadione
was shown to act both directly on the efflux pany and Indinsctly on the plasma neembrane,
the lattes also potentially disabling the pumg, ¥ is Ikely that CMAJDMA acts 2t a binding
site o the NorA protein, as suggested by molecular docking studies.

The docking results indicate that CMALDMA can effectivedy bind to the same NorA of-
flux pranp domain whene Ausrogaizokme antitiotics such as Norfloxadn and Ciproflosacin
interact. The moce favorable binding atfinity of CMAIDMA compared @ Nortlasacin sag-
gestsa higher energetic stability of this interaction, renforcing its polential as a modulatos
of efflus activity. The affindty eowrpy of CVMALDMA s kigher (e, has o more negative value)
when compared to natural compounds that bind to NorA and have the potenial to inhibit
strain 11996 These pokntial inoneases a6 values docrvase from <-5 10 keal /med [4572]

The hvdrophobic Interactices of CMAJOMA with alphatic ressdues (Lou21S, o309,
Arg30, and Te313). distinet from the predominantly aromatic interactions cbserved for
Norflosacio and E@r revenl that CMAIDMA occupries e cavity in a difforentiated binding
modde. This divergence may favor synergistic effects with antibiotics, 25 the compound
coukd alter the canfarmuticmal dyramics of the binding pocket. This phanomenon s alo
boen observed in mokcular docking studies assoclated with strain 11998 inhibitson {45],
where NorA ligand candidates can act synergistically with other known substrates, such
as Nogfoxacin,

Molecular recogmtion was applied in the analysis of molecular docking ssmulatsons,
whene it was pessilie to abserve that the hydrophobic nature of thakiome wonld affect the
vander Waals dispersive forces In hydiophobic interactions with the proten. The results
demansarate the significant contribution of the aromatic rings of the ligand in establishing
hydrophobic interactions with the alkyl portion of the residues Eoa218, B39, and 116313,
thereby establishing a privileged scaffold that facilitates the selechon of lead compounds
that inbyibit the NorA offlux pamgp [498,73],

The hydrogen bonding chserved between CMALDNMA 2nd The21l further strengthens
the binding profile, as the shorter doror-acoeptor distance ind icates more stable polar inter-
actions compared 8o thase of Norfloxacin, [mportantly, the spatiol distance of CMAZDMA
relative to the CCCT' control corroborates expenmental findings, where COCTF potenta ted
the activity of Noefloxacom and Etfle, sugpesting 2 mwchanistic overlap in offlux pomp
inhibiticn. The ressdue has been found to be associated with the binding of known NoeA
substrates, such as Jevollocacin, within the hydrophobic cavity of the efflux pump [74]

Takaen togetlar, thise Findings sapport the bypothess that CMALDMA has o potential
inhibatory effect oa the NorA efflux pump, which may be potentiated in the presence of
antibiotics. This interaction patiern lighlghes CMASDMA as o promising <andidase for
further studbes almed atefflux pump modulastion and antibiote resistance reversal.

The predictive ADMET results indicate that CMASDMA possesses physicochenweal
properties compatible with high cellubr permealdity, an attribuie storgly comelatod with
lipophidicity (logP). Its placement in the drig-kke space mdar—within the thresholds of logl,
MW and TPSA—reinforces the compound's aligrment with doag-Jike oral properties.
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The predicted Papp vaiue in Caco-2 cavlls, ssiperior fo that of the eference antibi-
ofics Norflonacin and Clproffoxacin, suggests that CMAIDMA may eshibit higher In-
testinal absorption and, corsequently, Improved cral boavallability. Additionally, the
prediction of high permeability i MDCK wells and the low probability of being a P-
P substrate strengthen the perspoctive of eiticent intracellular accumealation, favocing
its antimicrobial potental.

The pradicsed Vilss, within the ascceptable range, indicates that the compourd may
achieve asultable balance between plasma ard tissue dstabution, minimizing the rish
at excessve pocumakation in specific compartments. The high level of plasma protein
binding (>50°6), although typical of low-polarsty Hpophilic molecules, may influence the
free fraction available to exert pharmacological activity. Nonetheless, this feature may
abso conribwte fo plasena stability and prodonged Graulation time, Overall, the ADMET
analysss suggests that CMALDMA combines favorable permeabliity, dstnbution, and
pharmacokinetic viability, preserding advantagoes over comparalive antiiotics in terms al
absorption and cellular transport.

The ML map and ADMET peedictions suggest that the structural balance between
polar and lipophilic regions in CMALDMA is a boy determinant of it phiarmacokinetic
profde. The predominance of Lipophalic arcmatic nings combined with a single polar NH;
donor provides the compound with an optimal logP value of 2 749, which is associated with
both bigh inestinal absorption and efficlent meenbeane permeation. The peodicted HIA
of meacly B9% strongly supports the potential of CMA4DMA for oral adminestration, as
lipoptilicity i 4 critical determinant of abscrption efficiency.

The predicted JogB8 and MDCK permeability values indicate that CMALDMA may
<ross the BEE, displaying distribation poetesrs consistent with 2 lange proportion of CNS-
active compounds. While this peoperty could suppart antimicroblal efficacy in tissocs with
scloctive barriers, it also raises concerns regarding potential off-target ONS effects,

A key satety consideration is the compaund’s predicted insernction with hERG dhan-
nels. The afunsaturated aromatic system contributes to moderate hERG inhibation
potential, with ICy and pICay values suggesting partinl blockade of K chanmels. The data
simiasity to known KERC mhubritoes (33-67%5) highlights a moderate but sigraficant risk foe
cardiotoxicity, particularly in scenarios of chronic exposune. These predicticns em phasize
thw riaedd for further experimental validation, as inhilition of hRERG charmels is strorgly
associated with arfhythmias and other cardiac disorders. Together, these fmdings mdicate
that CMASDMA displays a favorable absorption and distribution profile, but its potential
to interact with cardiac bon channels warrants caution and targeted safety evaluasion

The metabolic prediction highlights the ~-NiCH; )z group of OMAIDMA a3 a major
linkikty, acting as o spexific site for N-healkyfation mediated by CYP4S) isoforms. Whike
this pathway contnbutes to clearance, it also poses a potential safety risk due to the possible
seneration oF reactive intermedintes such s aldehypdes and free radicals, which coalkd
contribute to hepatctoxicity. Thisaliges with the observed moderate orad Ly, which falls
pust below the threshiold of noretoxic compounds, suggesting a nisk of taxiaty linked o
metabolic activation.

Compared with Norfloxacin and Giproflexacing CMAJDMA appears to be less
metabobeally stable, a5 flected by its hagher predictod bepatic and micrsomal dlear-
ance values. This reduced metabolic stability implies Jower oral bloavailabdlity, as the
compound would be more extensively metabolized during first-pass hepatic processing.

The predicted LDy values aceoas diffesent administration routes emphasize the oo
of first-pass metabolism tn mtigating svstemic toxicity. While oral administraton may
partially protect against systemnic adverae effects, bypassing bepatic metabolism through
intravenous or mtraperitancal administration msults in greater predicted loxiaty. Interests
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ingly. the sabcutarwoss rouse showed an inbermwdiabe LD, suggessing, potential viabslity
for hocalized e topical applications, where systemic exposuze could be minimized.

Taken together, these predictions suggest that although CMAIDMA has promising
pharmmacological attrbutes, its metabolic lability and assocated toxicity risks nequire
caredul consaderation. Optimzation of structural features to reduce CYP-mediated N-
dealkylation, or the explorabon of altermative admimistration roates, may be essential for
improving i thesapeutic potimtial,

4. Materials and Methods
4.1, Chomicad! Sywrhsis

The koo OMASDN A was syrithesiznd Sinough o Clbsn-Schrrid! combmsebaon neaction
under basac condihons, wsng Jammoacetophenone and 4{dimethylbminojbenzal dehyde [41]
Thee syrthetic patineay is Bustraned in Schome 1, while the dwricil st of CMASDMA («
presented in Figure 10

Scheme L Synthesses of the améno chalcone

r

Rgure 10 Stucture of daloone 2B 1.3 aminupleny -3 44-dimethy bininophenyd) peop-2-en- 1
one (CMALDMA).

4.2, Muleeufar Dockireg of Need and OAAIOMA

Foe the theosetical inveszigation of the antimicrobial effect agaiest S. anreis, the protein
model of the NorA efffux pump from the 1198 strain was cbtained from the RCSB
Protein Data Bank reposstory (hitpes: | S worssds o /), deposited wnder PDB 1D 7LO7.
This structure 1= classified as a transpocter proten expressed in E ol with its three-
dimersional conformation msedvid by electron mictoscopy o 8 374 A resolution, For
profwein preparation prior o motecular docking simudations, AutoDockTooks™ version
L37 (hitps /Sausodocksuitv scripps odu/ad 1/ ) was wsed to add hy drogen atoms, compute
Casteiger charges, and adjust the grid-box paramesens. The grid-bos was configured o
cover the entire conformational space of the protein, with dimensions « = 54, y = 58, ared
z= 62 cvnternd b x = 137574, y = 135,065, arxd 2 = 1536646, Subsegquentiy, AutoDiick Vipa ™
(hitps/ Mvinascoppaedu /) was set %0 perform N independent smulations of 20 poses
cach, for all ligands optimized uairg the Merck Moleaalar Foroe Feld method (MMFP4)
in Avogadeo 2 (hitps/ /woavogad rocc /) The validabion critedia For the optisnal pose af
molecular docking smalations mcdude Jow Root Mean Square Deviation (RMSO < 2.0 Al
ard lorw affinaty enwrgy (Rate < =60 keal /ol L, withy the binding pose of fw characterisid
antibiotics norfloxacin and cprofloxacin serving as a contead [75)],
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4.3, o Sdico ADMET Staty

For the analyses of absorption, distnbution, metabolissn, escretion, and toxicty (AD-
MET) propertws, a predictive protocel based oo the guangitabive estimase of dug-tikencss
(QED) was applied, as shown in Equation (1)

QED = fxp(% 5t m.) i

where n is the number of phy=icochemical properties (i) calculated, and d is the desir-
ability function, which corsidens the thresbolds defined as follows: molecular weight
(MW} =< 500 g/mal, ipephilicity {logP) < 5, hydrogen boad donors (HBD) < 5, hydmgen
Beond acceptors (HBA) < 5, topological polar surface anea {TPSA) < 140 A%, rotatabie boreds
(nRat) = 10, aromatic rings < 3, and strocturad alerts < 1 (8 = 8§ The summation ylelds
a =core ranging from 0.0 (peor dnag-likeness} to L (optimal drug-likeness) [7o] The
alignmend of those descriptors was analy2ed nocoding to Liginski's rules [77], the PMfizer
rule [7%], the Galden Tnangle rule [7], and the ClavaSmithKlne (GSK) rule.

For the prediction of pharmacokiretic deseriptons, the following servers wire
used: ADMETIab 30 (liigps / Sadmetiab3 scbdd.com /), ADMET-AL (Iutps [/ admet ac
greematonebiocom /), ADMET-LMC (httyr //qracchemumsu ru/admet/). Pred-hERG
Chttges:/ /predthers labmol coemli /), and SwiscADME (higp //www swissad e ch /) T
propertes analyzed mcduded effective cellular permeabidity (Pappl. human mtestmal
absorphion (HIA), Bleod-brain barrier (BBB) permeability, hopatic cheararce (CLHepa),
volume of distrtbution (Vdss), and cardicsoxlcity via human Etherd-gogo-Related Cere

For the prediction of metabolic sites, the servies SMARTCyp (libes/ S emancoyp sund
ke dh/mod_to_som), FAME 3 (https / /nertd omivieacat /fame?), and StopTox (hetps
/fssopton | ures odsn /) wene employed, The analysis of fragments susorpbble to cy-
tochioene P40 (CYPIS0) dependent metabolssm wis correlated with the prediction of lethal
dnse (LDG0) in rats wsing the GUSAR Online server (fittps £ woww way 2deag com/gusar/ )

4.4, In Vitro Antibwctoral Achionty
441 Bacterial Strains

In this study; the 5. awrnes strains SA-1199 (wild-type) and SA-11998 were wsed. The
SA-119B strain overexpresses Lhe NorA efflux prodein, which is associaled with ressstance
to flucroquinolone-class substrates, such as norfloxaan.

The atmains were kindly provided by Prof. S, Gibboms (Uraversity of Londaon, Malot
St, Bloomsbury, Loedoa WCI1E 7HU, UKy and Prof. G W. Kitatz (Wayse State University
School of Medicine, Detroit, MIL USA) and maintained oo blood agar (Difeo Laboratories
Lid., 540 Paulo, Beazil) Th strairs ase preserved by oryopreservalion at ~80 “C in glyoerol
solution at the Labeeatory of Microblology and Molecular Beology, Regaomal Unavessity of
Carirl (URCA), For exparamunital preepraration, the strains were cultuned for 24 b at 37 °Cin
brain-heart infudon agar {HH1 Agar, Acumedla Manudacaurers Inc, Lansing, Michigan).

442, Culture Madia

e culture medla wsed foe the microblodogical assass wire as follows: Beain Heart
Infusion Agar (BHE Agar Acumedia Manafacturers Inc), prepared acoonding to the man-
whacturvr’s instructioos, ared Brain Heart Infusiom (BHL Acumedia Manufactures Ine )
prepared at & 105 cooventration.
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The antibiotcs {norfloxacm and oprofloxacin) and the chalane CMAZDMA were
dissolved In dimethyl salfoxde (DMSO) and stende water, with the DMSO peopartion kept
below 5% Ethidium bromide (E1Br) was dissolved in sterile distilled water, while carbonyl
cyanide mchiomopheny! hydragore: (COCP) was disselved in mothanol /water {1:1,0/0)
All substances were prepared at 2 standard concentration of 1024 ug /mb

4.4.4. Determmation of Minimum Infibstory Concentration (MIC)

The MIC of the chalcone CMASDMA was determined according to the broth mi-
eradilation methoed described by [80], with modifications. The straies used in the asaays
were cultured 24 h prce o the expeniments. After this period, the bacterial moculum was
suspended in saline sobution cormesponding 0 05 McFarland starsland, approximately
15 x 10° CPU/ml. Sabsequentiy, microtubes were filled with 500 uLof BHI and 100 ul of
the inocalum, and the plates were loaded with 100 uL of the final soluticon. Microdilution
s porforased with 100 pl. of CAEASIMA in sersal diluticns up bo he penultinate woll
of the plate (1:1), with the last well used as a2 growth contrel. Compound concentrations
ranged froen 512 el S0 g S el Afer 24 b of incubution, svalings wese performwed
by adding 20 il of resazusin {7-hyd roooy 10-onddophwenoxazin- 1 D um-3ane). Resaxoon is
axidized m the presence of acidic medium cansed by bacterial grow th, indusing a color
change from Wue 1o piak |51 The MIC was defioed as the Jowest conoentration al whach
no visible growth was cbserved [21] All assays were performed in triplcate in a laminas
flonw Bt

445, Evaluation of Effkax Pung Inhikition by Moditication of $w Antibsotic and Ethidism
Beommide MIC

To investigate whether the dhaloone CMALDMA acls as a potenial NoeA effluy pusp
inhibitor, 2 comparatwve study was conducted between the effects of standard pump In-
hibstors, evabuatog theie ability to redhace thw MIC of EtBr and amtibiotics. The standand in-
hibtsor CCCT was wsed to validate NoeA pump expresson in the tested stratn. Efflux pump
inhibition was tested using sub-inkibitory concentrataons (MIC/B) of both the mhibitors
and the dhakeoae. I the scsays, 150 gl of cach bacterial inocubum, aspended n saline
selubion corresponding to 0.5 McFarland standard {approsimately 15 « 10* CFU/mL),
was addend together with the inhibors and tw chalcone (MIC/8) and completed with
BELL Subseguently, the mixtuses were ransferred to Sowell microdiution plates, to which
10 kL of antibiotic or EABr in serial dilutions (1:1) ranging from 312 0 0.5 pg/mL were
addad. Plates were incubatoed al 37 °C for 24 b, and bacterial growlh was aseecod ssing
resazurin (M hydroxy- 10.oxidophenosazin- L 0dum-3-one). Resaxunn is oxidized in the
preserey of acdx mediam reslting from bacterial growth, mducing 4 color changy from
blue to pink [51]. The MIC was defined as the lowest concentration at which no visible
mrowth was observed [52], MICs of the controls were determined using plates cortaming
anly antiblotics o E1Be Al losts were pestormiad in friplicate i a Leminar fow hood.

4.4.6. NorA Efflux Pump Inhibétoey Activity Assessed by Increased Etly
Fluorescence Emesion

Fou this assay, the S anris 11998 strain expressing the NorA efflux pumg was used
Strains were streaked on Mucller Hinton agar 24 h prior to $he experiment and maintaimed
in a bacweriological moubator at 37 *C The inoculum was prepared in phocphute-budfesed
saline (PBS) to a 0.5 McFarland standard and distnibuted into black 96.well plates. In
thw test groups, CMASDMA wis added at fimal conamtrations of 200 amd 1 e /ml
The negative control consisted of PISS prepared undes the same didution condstions as
the test substance, followed by the addibon of bacteria. The positive control consisted
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f COCP o 200 pg/ mL arx! 100 g /mL Plases were incubated for ) b, after which Etbe
(2 pg/ml} was added to all wells. The plates were then incubated again and flucrescence
was measured using 2 Cytation 1 microplate reader (BeoTek™, Winooskl, VT, USA} with
Gers™ 311 suftiwase, Excitation wis set at 530 non and emissson at 590 nm [50].

447 Assessanent of Bacterial Membrane Permwablity Using SYTOX Green
Fluarescence Assay

Foe this assay, the DNA-intescalating dye SYTOX Green was used. The bacterial inoca-
Jum of § swrvws 11998 wae propared and distnibused into black 9%6-well plates, OMAIDMA
was addad at final concentrations of 200 and 100 pg /sl Bolvmyain B wis used as positsve
comtrol at 200 and 100 pg/ml, whale phosphate-bafferad saline (PBS) served as the negative
control. Plates were incobated for 1 h Subsequently, 100 gL of SYTOX Grewn at & final
covwentration of 1 uM was added  Mates were incubated for an additsonal hour, and
finorescence was measuned using a Cytation | microplate reader [BioTek™, Winooska, VT,
LSA) with Cend™ 311 software. Excitation and eenission wavelengths were sel at 455 am
ardd 528 nm, respectively. All assavs were performed in triplicase [55].

4.4.8. Statistical Analy=is

The results were analyzed asng oneway ANOVA, followeed by Tukey's post boe
st Microbiologioal rsults for MIC reduction wene expressed as geometric mean = 5D,
while results from effkix pamg inhibitlon medhanism assavs were expressed as anthmetic
meam 1 SO, Values of p < 0.05 were considered statistically significant. GraphPad Prism
51 sedtwam was used for all analyses. All assays weno performed in triplicate.

5. Conclusions

This resarch demorstrated, in vitro assays, that the chalcone CMATDMA, although
devind of direct antibactenal activity (MIC = 1024 s /e, significantiy enbanoed the
action of porflonacin and ethidium broeide In S anreus stralns canrying the NorA efflus
pump. Thas pobertiabion was evidenced by reduced MIC valnes and increased intracellidar
ExBr fuorescence, without compromising bacterial membeane mtegrity. These experi-
mental findings comroborate the in silice analyses, which revealed a strong, iseraction of
CMAZDM A with the Noe A binding site, supporting iss mobe as o dinect efflun primg inhibitos
Supported by the fact that the compound CMAIDMA showed a move stable bindisg 1o the
NorA efilie pump of 5. aurrns 11998 (BA = —7 504 keal/ mod) than Norfloxadn, ocoupying
the same banding site, Hydrophobic ingeractioos and a by drogen bond with Thr211 indicase
higher affinity and inhsbitory potential soward NorA . Additionally, CMAJDMA demon-
steated optimnal Epophilicity (ogP = 2.74) and permeability (Papp =138 x 1077 em/s),
indicating strong intestinal absorption and drug-ldke propertes. Howeves its moderate
metabobe instability and predicted hopatotoas potential suggest caution regarding sys-
temic exposare and (ist-pass metabolzsm. Thus, the combination of compatational and
microbiological data resnfocces the potental of CMASDMA as an antimicrobial adjuvart to
wstare ardibiotic eflicacy amgainst rosis bt straivs, although additional studies on pha rma-
cokinetics, tooscity, and precimical models are required to confirm s therapeutic feasibelity.
Ins the future, we expect 80 carry out new i vive and in vivo tests o corrobogate the role
of CMASDMA as an inhibitor of the efffux pumg mechanism, hghlighting its rale as an
antibiotic adjuvant.
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