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RESUMO

A ocorréncia de resisténcia bacteriana tem aumentado e isso compromete o tratamento
de diversas infec¢des. A alta viruléncia do Staphylococcus aureus permite a manutencdo do
processo infeccioso, sendo causador de muitas mortes e internagdes hospitalares. A bomba de
efluxo MepA e NorA constituem proteinas transportadoras responsaveis por expulsar agentes
antimicrobianos como as fluoroquinolonas da célula bacteriana. As cumarinas sdo compostos
fenolicos e tém sido estudadas por sua diversidade de acgdes bioldgicas, inclusive contra
bactérias. Foi realizada uma caracterizagdo farmacocinética in silico dos compostos C10, C11,
C13 e C14 de acordo com os principios da regra dos cinco de Lipinsk, além da busca por
similaridade no ChemBL e posterior busca por publicacdes no CAS SciFinder. Todos os
compostos foram avaliados quanto a sua atividade antibacteriana e moduladora in vitro contra
cepas padrao e multirresistente Gram positivas e Gram negativas. O efeito das cumarinas C9,
C10, C11, C13 e C14 como inibidor da bomba de efluxo em cepas de Staphylococcus aureus
foi avaliado através do método de microdiluicdo (MepA ou NorA) e fluorimetria (NorA). O
comportamento das cumarinas com relacdo a bomba de efluxo foi determinado a partir das
propriedades de interagdo com membrana e cumarinas-proteina usando docking molecular e
simulagdes de dindmica molecular. Apenas o composto cumarinico C13 isolado apresentou
atividade antibacteriana contra cepas padrao de Staphylococcus aureus e Escherichia coli. No
entanto, as outras cumarinas testadas apresentaram capacidade moduladora de antibacterianos
fluoroquinolona e aminoglicosideo. Os compostos C10, CI13 e C14 foram eficazes na
diminuicdo da CIM dos dois antibidticos para ambas as cepas multirresistente ¢ a Cl11,
potencializou o efeito da norfloxacina e gentamicina para a bactéria Gram positiva e Gram
negativa e do norfloxacino apenas para Gram negativa. Apenas a cumarina C14 produziu efeitos
sinérgicos quando associada a ciprofloxacina em cepas portadoras de MepA. Todas as
cumarinas testadas apresentam capacidade de inibir da bomba de efluxo NorA presente no
Staphylococcus aureus tanto na reducdo da CIM como induzindo o aumento da emissdo de
fluorescéncia do brometo de etidio na fluorimetria. As descobertas deste estudo oferecem uma
perspectiva atomistica sobre o potencial das cumarinas como inibidores ativos da bomba NorA,
destacando seu modo de agdo especifico que visa principalmente a inibicdo da proteina. No
docking molecular, observou-se que as cumarinas sdo capazes de interagir com diversos
residuos de aminoacidos da bomba NorA. A simula¢ao mostrou que a cumarina C10 consegue
atravessar a bicamada, no entanto, as outras cumarinas interagiram com a membrana, mas nao
foram capazes de atravessa-la. As cumarinas demonstraram seu papel potencializador do efeito
do norfloxacino por duplo mecanismo: inibicdo da bomba de efluxo por intera¢do direta com a
proteina (C9, C10, C11 e C13) e maior interagdo com a membrana (C10 e C13). E no contexto
dos estudos de predi¢do farmacocinética, as estruturas estudas apresentam um perfil quimico
adequado para possivelmente serem utilizados por via oral. Sugerimos que os derivados
cumarinicos podem ser uma alternativa interessante no futuro para tratamento de infecc¢des
bacterianas resistentes, com a possibilidade de efeito sinérgico com outros antibacterianos,
sendo necessario mais estudos sdo para caracterizar seus efeitos terapéuticos e de toxicidade.

Palavras-chave: Derivados da cumarina. Resisténcia Microbiana a Antibidticos.
Staphylococcus aureus. Simulacdo de Acoplamento Molecular. Simulagdo de Dinamica
Molecular



ABSTRACT

IN VITRO AND IN SILICO EFFECT OF COUMARIN DERIVATIVES ON THE
INHIBITION OF MepA AND NorA EFFLUX PUMP FUNCTION IN Staphylococcus
aureus

The occurrence of bacterial resistance has been increasing, compromising the treatment of
various infections. The high virulence of Staphylococcus aureus allows for the maintenance of
the infectious process, causing many deaths and hospitalizations. The MepA and NorA efflux
pumps are transporter proteins responsible for expelling antimicrobial agents such as
fluoroquinolones from the bacterial cell. Coumarins are phenolic compounds that have been
studied for their diverse biological actions, including against bacteria. A pharmacokinetic in
silico characterization of compounds C10, C11, C13, and C14 was carried out according to the
principles of Lipinski's Rule of Five, in addition to searching for similarity in ChemBL and
subsequent search for publications in CAS SciFinder. All compounds were evaluated for their
in vitro antibacterial and modulatory activity against standard and multidrug-resistant Gram-
positive and Gram-negative strains. The effect of coumarins C9, C10, C11, C13, and C14 as
efflux pump inhibitors in Staphylococcus aureus strains was evaluated using the microdilution
method (MepA or NorA) and fluorimetry (NorA). The behavior of coumarins regarding the
efflux pump was determined from their interaction properties with the membrane and coumarin-
protein using molecular docking and molecular dynamics simulations. Only the isolated
coumarin compound C13 showed antibacterial activity against standard strains of
Staphylococcus aureus and Escherichia coli. However, the other tested coumarins showed
modulatory capacity for fluoroquinolone and aminoglycoside antibacterials. Compounds C10,
C13, and C14 were effective in reducing the MIC of both antibiotics for both multidrug-
resistant strains, while C11 potentiated the effect of norfloxacin and gentamicin for Gram-
positive and Gram-negative bacteria and only norfloxacin for Gram-negative. Only coumarin
C14 produced synergistic effects when associated with ciprofloxacin in MepA-carrying strains.
All tested coumarins have the ability to inhibit the NorA efflux pump present in Staphylococcus
aureus, both in reducing the MIC and inducing increased ethidium bromide fluorescence
emission in fluorimetry. The findings of this study offer an atomistic perspective on the
potential of coumarins as active inhibitors of the NorA pump, highlighting their specific mode
of action mainly targeting protein inhibition. In molecular docking, it was observed that
coumarins are capable of interacting with various amino acid residues of the NorA pump. The
simulation showed that coumarin C10 can cross the bilayer; however, the other coumarins
interacted with the membrane but were unable to cross it. Coumarins demonstrated their
potentiating role in the effect of norfloxacin through a dual mechanism: efflux pump inhibition
through direct interaction with the protein (C9, C10, C11, and C13) and increased interaction
with the membrane (C10 and C13). In the context of pharmacokinetic prediction studies, the
studied structures have a suitable chemical profile for possible oral use. We suggest that
coumarin derivatives may be an interesting alternative in the future for the treatment of resistant
bacterial infections, with the possibility of a synergistic effect with other antibacterials,
although further studies are needed to characterize their therapeutic effects and toxicity.

Keywords: Coumarins. Drug Resistance, Microbial. Staphylococcus aureus. Molecular
Docking Simulation. Molecular Dynamics Simulation.
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1 INTRODUCAO
1.1 RESISTENCIA BACTERIANA
1.1.1 Epidemiologia das infeccdes bacterianas

As infecg¢des bacterianas sdo uma preocupagdo significativa para a saude publica em
todo o mundo. Essas infec¢des sdo causadas por bactérias patogé€nicas que invadem o
organismo ¢ podem provocar diversas alteragdes, desde infec¢des leves até condigdes
consideradas graves e potencialmente fatais (WHO, 2020). A incidéncia de infecgdes
bacterianas varia de acordo com varios fatores, incluindo a regido geografica, as condi¢des
sanitarias, a idade, o estado imunoldgico das pessoas e o acesso aos cuidados de saude. Em
areas com acesso limitado a 4gua potavel, saneamento basico inadequado e falta de medidas de
controle de infecgdes, a incidéncia de infeccdes bacterianas ¢ geralmente mais alta (VON
HUTH; KOFOED; HOLMSKOV, 2019).

As infecgdes bacterianas sdo comuns ao ponto de se apresentarem como a segunda
maior causa de morte em seres humanos e podem afetar diferentes sistemas e 6rgaos do corpo
humano. Alguns exemplos comuns incluem infec¢des do trato respiratdrio, como pneumonia e
sinusite, infec¢des do trato urinario, como cistite e pielonefrite, infeccdes da pele e tecidos
moles, como celulite e furanculos, e infecgdes do trato gastrointestinal, como gastroenterite
bacteriana (GBD 2019 ANTIMICROBIAL RESISTANCE COLLABORATORS, 2022)

Estima-se que milhdes de pessoas em todo o mundo sejam afetadas por infecg¢des
bacterianas a cada ano (GBD 2019 ANTIMICROBIAL RESISTANCE COLLABORATORS,
2022). A prevaléncia varia de acordo com a idade e o contexto individual de cada local. Em
paises em desenvolvimento, as infec¢des bacterianas sdo uma das principais causas de
morbidade e mortalidade em criangas, especialmente aquelas com acesso limitado a vacinas e
cuidados adequados (HARTMAN et al., 2013; ROMANDINI et al., 2021).

De acordo com o ultimo relatdrio, a metade de todas as mortes bacterianas globais em
2019 foram devidas infecgdes provocadas por cinco patdgenos bacterianos: Staphylococcus
aureus, Escherichia coli, Streptococcus pneumoniae, Klebsiella pneumoniae ¢ Pseudomonas
aeruginosa (GBD 2019 ANTIMICROBIAL RESISTANCE COLLABORATORS, 2022).

Desde a descoberta de substincias com atividade antimicrobiana, os desfechos
negativos de simples infec¢des bacterianas reduziram substancialmente e contribuem, até hoje,

para o controle da morbimortalidade em seres humanos. No entanto, o uso incorreto e
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indiscriminado dos antibacterianos levou ao aumento significativo da resisténcia bacteriana na
ultima década (BRINK, 2019; DE KRAKER; STEWARDSON; HARBARTH, 2016;
IBRAHIM et al., 2021) até que, em 2014, uma estimativa levantada por um grupo de cientistas
mostrou que se ndo fossem tomadas medidas rapidas e eficientes para lentificar o avanco desse
fenomeno, até 2050, poderia causar 10 milhdes de mortes anuais (O’NEILL, 2014). A pandemia
de COVID-19, possivelmente provocou a redu¢do no tempo dessa estimativa, infelizmente
podendo-se chegar a esses nimeros antes da data prevista (LAI et al., 2021; LIVERMORE,
2021). A velocidade com que as bactérias estdo desenvolvendo mecanismos de resisténcia aos
antibacterianos existentes ¢ maior do que a velocidade que ciéncia consegue desenvolver novos
farmacos para combater esse fendomeno (CENTERS FOR DISEASE CONTROL AND
PREVENTION, 2013). Sendo assim, quando ndo for possivel desenvolver novos
antibacterianos, a descoberta e desenvolvimento de compostos que possam auxiliar na

diminui¢do da resisténcia, promovendo efeito sinérgico ¢ de grande importancia.
1.1.2 Mecanismos de resisténcia bacteriana

A resisténcia bacteriana aos antibidticos € um dos principais desafios enfrentados pela
clinica médica atualmente. Os mecanismos genéticos que promovem a resisténcia tém sido
amplamente estudados com a finalidade de compreender como as bactérias adquirem a
capacidade de sobreviver e proliferar mesmo na presenca de agentes antimicrobianos
especificos (APJOK et al., 2019; BLAIR et al., 2015; FARQUHAR; RASOULI KOOHI;
CHARLEBOIS, 2021; GALETTI et al., 2019; SOMMER; DANTAS, 2011). Frequentemente,
esse fendmeno se da através de alteragcdes genéticas decorrentes da mutagcdo e captacao de
material genético por transferéncia horizontal de outras cepas bacterianas e sdo a forma mais
comum de adquirir resisténcia (MUNITA; ARIAS, 2016). Os principais mecanismo pelo qual
as bactérias resistem ao efeito dos antibacterianos sdo: expressdo de bombas de efluxo,
responsaveis pela remog¢ao do farmaco que penetrou na célula bacteriana; producao de enzimas
inativadoras que promovem a degradagdo do grupo farmacoférico de antibacterianos, nao
permitindo sua agdo farmacologica; reducao da penetracdo de antibacterianos na bactéria ou
alteracdo do sitio alvo de antibacterianos (C REYGAERT, 2018; MARTINEZ, 2014; ZHANG;
CHENG, 2022).

Um dos mecanismos mais comuns de resisténcia bacteriana ¢ a producao de enzimas que

inativam os antibioticos. Um exemplo notavel ¢ a B-lactamase, uma enzima capaz de hidrolisar
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a estrutura dos antibidticos B-lactamicos, como as penicilinas e cefalosporinas (BUSH, 2018).
Outro mecanismo importante ¢ a mutacdo de genes-alvo do antibidtico como acontece na
resisténcia a rifampicina, um antibiotico amplamente utilizado no tratamento da tuberculose.
Mutagdes em genes como rpoB podem alterar a conformacdo da RNA polimerase bacteriana,
reduzindo sua afinidade pelo farmaco. Essas mutagdes genéticas podem ocorrer
espontaneamente ou serem induzidas pela exposicdo prévia a antibioticos (LEEHAN;
NICHOLSON, 2021).

A resisténcia da Escherichia coli as fluoroquinolonas como o ciprofloxacino, agente
comumente utilizado para tratar infec¢des do trato urinario, parece ser conferida pelo acaimulo
de varias substitui¢des nas regides de gyr4 e parC. Outro aspecto importante no mecanismo de
resisténcia antibidtica dessa bactéria ¢ mediada por plasmideos, que codificam proteinas na
membrana bacteriana com a fungdo de promover o efluxo desses agentes, resultando na
sobrevida da bactéria (DEHBANIPOUR et al., 2019). A resisténcia do Staphylococcus aureus
(S. aureus) a macrolideos e fluoroquinolonas ocorre, também por meio de efluxo dependente
de energia, além da produc¢ao de varias toxinas pelo S. aureus que atuam degradando moléculas
de adesao celular (THAMMAVONGSA et al., 2015).

Algumas bactérias desenvolvem vérios destes mecanismos de forma simultinea, o que
as torna resistente a multiplos farmacos, reduzindo assim, as possibilidades terapéuticas para o
manejo das infeccdes. Entre os varios mecanismos de resisténcia bacteriana, as bombas de
efluxo transmembrana tém sido comumente associadas a resisténcia a varios antibidticos e
outros agentes quimioterapicos (MARTINEZ, 2014; MOHANTY; PACHPUTE; YADAYV,
2021; PIDDOCK, 2006a; ZHANG; CHENG, 2022).

1.1.2.1 Staphylococcus aureus

Entre as bactérias que possuem a capacidade de adquirir esse mecanismo de resisténcia,
podemos destacar algumas cepas de Staphylococcus aureus, bactéria aerdbia Gram-positiva
que tem sido alvo de infe¢des ao longo dos anos, sendo responsavel por infec¢des na pele, trato
respiratdrio, endocardite, osteomielite e até septicemia (TAYLOR; UNAKAL, 2022) e estao
relacionadas com diversas internacdes hospitalares e mortes anuais (GBD 2019
ANTIMICROBIAL RESISTANCE COLLABORATORS, 2022). Este microrganismo ¢
versatil e capaz de adquirir facilmente resisténcia aos antibioticos, o que dificulta seu controle
(GUO et al., 2020). A alta viruléncia do S. aureus € devido a multiplos fatores como a producao

de toxinas, capacidade de formacgao de cépsulas, presenca de enzimas e proteinas associadas a
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superficie celular, contribuindo para o inicio e a manutengdo do processo infeccioso
(CHEUNG:; BAE; OTTO, 2021; TRUONG-BOLDUC; ZHANG; HOOPER, 2003).

Entre os varios mecanismos de resisténcia bacteriana, as proteinas que atuam com
bombas de efluxo transmembrana sdo frequentemente associadas a resisténcia a varios
antibioticos e outros agentes quimioterapicos (JORDHEIM et al., 2012; MARTINEZ, 2014;
MUNITA; ARIAS, 2016). Inclusive, a expressao das bombas de efluxo NorA e MepA por essas
cepas tem gerado preocupagdo na comunidade cientifica e aumentado a busca pela descoberta
e sintese de compostos que possam, de alguma forma, reverter essa resisténcia e reestabelecer
a eficcia desses agentes antibacterianos (COSTA et al., 2011; KAATZ; MCALEESE; SEO,
2005; SCHINDLER et al., 2013).

1.1.2.2 Bombas de efluxo

Os mecanismos de efluxo desempenham um papel negativo importante no tratamento
de infecgdes por S. aureus, visto que atuam sobre diversos farmacos, promovendo a redu¢do da
concentragdo do antibacteriano na célula bacteriana. Essas proteinas sdo fisiologicas nesses
microorganismos ¢ possuem capacidade de promover tanto o influxo com o efluxo de
componentes (PIDDOCK, 2006a), dentre elas, o efluxo de metais pesados e antibidticos. Essas
bombas funcionam dependente de dois sistemas de transporte: o sistema de co-transporte € o
sistema ATPase (BHARDWAJ; MOHANTY, 2012). No primeiro, a remogdo de antibioticos
do ambiente intracelular se da pela troca de ions como sddio ou hidrogénio presentes meio
extracelular. No segundo, o sistema depende da energia liberada decorrente hidrélise de ATP,
utilizado para promover a expulsdo do antibiotico da célula bacteriana (POOLE, 2007). Existem
cinco familias de bombas de efluxo, como mostrado na Figura 1 (PIDDOCK, 2006b):

a) Superfamilia grande facilitadora (MFS)

b) Superfamilia ligada a ATP cassete (ABC)

¢) Pequena familia de resisténcia a multiplos medicamentos (SMR)

d) Superfamilia de divisdo celular de nodulagdo de resisténcia (RND)

e) Superfamilia de extrusdo de multidrogas e de compostos toxicos (MATE)
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Figura 1. Familias de bomba de efluxo.
Adaptada de (PIDDOCK, 2006b); Cortesia de Melissa Brown.
Alguns dos genes que codificam a expressdo de bombas de efluxo requerem indugao ou

mutagdes nos seus reguladores, no entanto, podem também ser expressos de forma constitutiva
(BUTAYE; CLOECKAERT; SCHWARZ, 2003; COSTA et al., 2013). Podem ser encontrados
integrados ao genotipo bacteriano, em elementos de transposi¢do ou nos plasmideos. Neste
ultimo, esses genes permitem a transferéncia de resisténcia entre a mesma espécie bacteriana
ou espécies diferentes (BUTAYE; CLOECKAERT; SCHWARZ, 2003). Estratégias na
tentativa de reverter esse tipo de resisténcia tem sido alvo de pesquisas atualmente (BUSH,

2018).
1.1.2.2.1 Bombas de efluxo MepA e NorA

A MepA ¢é uma proteina codificada pelo gene que recebe o0 mesmo nome mepA e pode
estar presente em bactéria como Staphylococcus aureus. Pertence a familia MATE, que sao
bombas de extrusdo para diversos farmacos e toxinas. Sua fonte de energia para o transporte do
substrato ¢ o gradiente de prétons, através da antiporta de ions soédio (GUILHELMELLI et al.,
2013; KAATZ; DEMARCO; SEO, 2006; KURODA; TSUCHIYA, 2009). Farmacos que sdao
substratos para essa bomba serdao expulsos da célula bacteriana, o que compromete sua eficacia
antibiotica.

A bomba de efluxo NorA pertence a superfamilia grande facilitadora (MFS)
frequentemente encontrado em bactérias como S. aureus (LEKSHMI et al., 2018). E uma

proteina transportadora responsavel por expulsar agentes antimicrobianos como as
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fluoroquinolonas de carater hidrofobico, varios biocidas como compostos quaternarios de
amonio e corantes como o brometo de etidio, rodamina e acriflavina (NEYFAKH; BORSCH;
KAATZ, 1993). A proteina NorA ¢ codificada pelo gene 1164 bp norA e possui uma
variabilidade genética com trés alelos principais descritos (norAl, norAll e norAlll), que
diferem em sua sequéncia de nucleotideos e polipeptideos, sendo assim responsaveis pela
resisténcia a diversos antibidticos (KAATZ; SEO; RUBLE, 1993; NOGUCHI et al., 2004).
As bombas de efluxo constituem um importante mecanismo de resisténcia bacteriana.
Esse fenomeno ¢ um problema de satde global que compromete seriamente o tratamento de
diversas infecgdes, sendo necessaria a continua busca e descoberta de novas substancias que
possam reverter esse mecanismo de resisténcia bacteriana (DA COSTA et al., 2021;

REZENDE-JUNIOR et al., 2020; ROCHA et al., 2021).
1.1.2.2.2 Inibidores de bomba de efluxo

Os inibidores de efluxo em bactérias atuam bloqueando ou reduzindo a atividade das
bombas que expulsam os antibioticos da célula bacteriana. Ao inibir essas bombas, tais
compostos aumentam a concentragdo dos antibidticos dentro da bactéria, tornando-as mais
suscetiveis aos tratamentos antibacterianos convencionais. Alguns inibidores também podem
reverter a resisténcia adquirida associada com a superexpressao de bombas de efluxo e suprimir
o aparecimento de mutagdes que conduzem a resisténcia (VILA; MARTINEZ, 2008).

Existem diversos grupos de agentes € mecanismos que podem inibir as bombas de
efluxo, sdo eles: desacopladores de energia; inibidores da ligacdo direta das bombas de efluxos,
modifica¢des quimica do substrato; quelantes de ferro; anticorpos, dentre outros. Sobre os
desacopladores de energia, a clorpromazina e o Carbonyl Cyanide m-ChloroPhenyl-hydrazone
(CCCP) merecem destaque por serem comumente utilizados como controle positivo em ensaios
de inibi¢do de bomba de efluxo. Como essas bombas utilizam prétons como fonte de energia
disparadora, compostos que comprometam o fornecimento energético da bomba, podem atuar
como inibidor de bomba de efluxo (MALLEA et al., 2002).

A clorpromazina apresenta uma reconhecida atividade inibitéria de bomba por ser
potencializadora do efeito de diversos antibidticos contra S. aureus (BARRETO et al., 2014;
COUTO et al., 2008; KAATZ et al., 2003). Algumas possibilidades para essa atividade da
clorpromazina foram mencionadas: prejuizo o fluxo de K* através da membrana do S. aureus;

alteragdes estruturais da parede celular e divisdo celular bacteriana e uma possivel interferéncia
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no fornecimento energético dependente de H" para a bomba de efluxo bacteriana
(KRISTIANSEN; MORTENSEN; NISSEN, 1982; LIMA; RAMOS-ALVES; SOARES, 2019).
O CCCP nao atua de forma direta na bomba de efluxo, promove inibi¢do por modificagdo do
potencial eletroquimico transmembrana (PAGES; MASI; BARBE, 2005). Inibidores de
bombas de efluxo podem ser utilizados como adjuvante no tratamento com antibidticos

tradicionais (PAPKOU et al., 2020), desde que sejam eficazes e seguros clinicamente.
1.2 PRODUTOS DE ORIGEM NATURAL

Compostos provenientes da natureza sdo conhecidos por apresentaram atividade
bioldgica. Algumas plantas j& sdo reconhecidas como produtoras de compostos bioativos de
natureza toxica contra bactérias, podendo interferir no metabolismo e crescimento dos
microrganismos ou prevenir contaminagdes microbianas. A utilizacdo de dois ou mais
compostos pode apresentar resposta antimicrobiana superior ao uso de apenas um Unico
composto, principalmente no combate de infec¢des provocadas por bactérias resistentes
(CHEVEREAU; BOLLENBACH, 2015). O sinergismo pode ser obtido através da combinagao
de antibidticos com extrato ou outras substancias a uma concentragdo subinibitéria aplicada
diretamente ao meio de cultura (COUTINHO et al., 2008a, 2010; FARIAS et al., 2015). Esta
estratégia ¢ chamada de shotgun herbs e refere-se a utilizacdo de plantas e drogas em uma
abordagem usando mono ou multi-extrato de combinagdes, o que pode afetar ndo apenas um
alvo unico, mas varios alvos, onde os diferentes componentes terapéuticos colaboram de uma
forma sinergética-agonisticas. Esta abordagem ndo ¢ apenas para combinagdes de extratos, as
combinagdes entre os produtos naturais ou extratos e produtos sintéticos ou farmacos
antibioticos também sdo possiveis e podem apresentar boas alternativas (BRITO et al., 2015;
COUTINHO et al., 2010; CRISTO et al., 2016; WAGNER; ULRICH-MERZENICH, 2009).

Dessa forma, substancias de origem vegetal e seus metabdlitos, tornaram-se uma
alternativa viavel e eficiente para o aumento da atividade antimicrobiana de farmacos
(COUTINHO et al., 2008b; FIGUEREDO et al., 2013), dificultando os mecanismos de
resisténcia antimicrobiana pela complexidade das suas estruturas e evitando,
consequentemente, adaptagdes microbianas futuras (DAFERERA; ZIOGAS; POLISSIOU,
2003).
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1.2.1 Cumarinas

Para minimizar a resisténcia, a busca por produtos naturais ou sintéticos que possuam
atividades antibacterianas e/ou que inative os mecanismos de resisténcia das bactérias como as
bombas de efluxo tem aumentado recentemente. Neste contexto, 0s compostos cumarinicos,
metabolitos secundarios de diversas espécies vegetais podem ser classificados como
heterosideo e sdo estruturalmente lactonas do dacido o-hidroxi-cindmico. As cumarinas
presentes em fontes naturais sdo produzidas através do metabolismo da glicose por meio do
acido chiquimico, responsavel pela sintese de trés aminoacidos aromaticos: fenilalanina,
triptofano e tirosina. Os quais desempenham um papel intermediario importante na biossintese
de diversos produtos naturais aromaticos (CZELUSNIAK et al., 2012).

A Quimica Medicinal e a Biotecnologia possuem importante papel na investigagdo de
séries homologas com potenciais bioldgicos que possam ser utilizados na producdo de
medicamentos com maior potencial antimicrobiano (SANGI, 2016). A sintese de compostos
organicos ¢ uma area fundamental na quimica, que tem como objetivo a construgdo de
moléculas complexas a partir de precursores mais simples. Essa técnica ¢ amplamente utilizada
na producdo de farmacos, na qual a sintese de compostos organicos permite a obtengdo de
moléculas com a atividade biologica desejada, de forma mais seletiva € menos toxica
(NICOLAOU, 2014).

A cumarina ¢ sintetizada (Figura 2) naturalmente a partir do aminoécido fenilalanina.
Esse aminoacido sofre desaminagdo enzimatica pela acdo da enzima fenilalanina amonialiase e
dé origem o acido cinamico. Este 4cido sofre hidroxilagao da sua cadeia lateral catalisada pela
enzima trans-cinamato-4-hidroxilase formando o composto acido o-cumadrico que sofre o-
glicosilagdo e em seguida uma isomerizagdo da dupla ligagdo da cadeia lateral. A cumarina,
resultado final desse processo, ¢ formada pela lactonizagdo do acido o-cumarico através de acao

enzimatica na presenca de calor (DEWICK, 2002).
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Figura 2. Biossintese da cumarina
Adaptado de Pathway Tools versdo 27.0 (software da SRI International) em 8§ de junho de 2023, BIOCYC18B

(CASPI et al., 2020).

Os compostos cumarinicos possuem inumeros alvos, sendo assim, demonstram diversos
efeitos farmacologicos. O uso de cumarinas como anticoagulante ja ¢ bem estabelecido na
clinica. A interferéncia na hemostasia secundaria devido sua capacidade de inibir a vitamina K
epoxidase, reduzindo a ativacdo hepatica dos fatores de coagulacdo e promovendo efeito
anticoagulante, parece ndo ser a inica atividade desses compostos na hemostase, pois evidéncia
recente demostrou também a capacidade das cumarinas em bloquear o receptor de ADP
localizado na superficie da plaqueta, o que exibe um efeito na hemostasia primaria como

reducdo da agregacao plaquetaria (LU et al., 2022).

5 4
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Figura 3. Cumarina (1,2-benzopirona)

A sintese de compostos cumarinicos e seu melhoramento quimico utilizado na produgao

de homologos ou formagdo de hibridos tem sido uma estratégia interessante na busca de
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moléculas mais ativas e menos toxicas (FOTOPOULOS; HADJIPAVLOU-LITINA, 2020). As
substituigdes quimicas promovidas no nucleo 1,2-benzopirona (Figura 3) tém demonstrado
propriedades interessantes nas pesquisas farmacolédgicas, como descrito na Tabela 1. Derivados
de 3-arilcumarina parecem reduzir a glicemia. As cumarinas que contém hidroxila na posi¢ao
C-7 parecem apresentar atividade inibitéria da a-glicosidase, o que reduziria a absor¢do de
carboidratos da dieta (PAN et al., 2022). A atuagdo de derivados cumarinicos no sistema
nervoso central foi evidenciada demostrando a capacidade destes em inibir a acetilcolinesterase
e butirilcolinesterase in vitro, o que pode representar, no futuro, uma perspectiva no manejo da
Doenca de Alzheimer (ABU-AISHEH et al., 2019). Apresenta também efeito anti-inflamatério
e neuroprotetor por inibi¢do da glicogénio sintase kinase-3 (GSK-3), enzima importante
presente no processo de neuroinflamacao de doencas degenerativas (FRANCISCO et al., 2020).
Pesquisa de substancias que possam aprimorar a farmacoterapia do cancer demostram que as
substituigdes quimicas promovidas ao redor do nucleo da cumarina, podem auxiliar no
desenvolvimento de andlogos anticancer ou reduzir os potenciais efeitos colaterais das terapias
ja existentes (KHURSHEED; JAIN, 2021; KUPELI AKKOL et al., 2020). Derivados a base de
cumarina tém o potencial de inibir diferentes estagios no ciclo de replicagdo do HIV, desde o
impedimento da entrada do virus na célula hospedeira até a inibi¢do de enzimas importantes
para manutengdo viral (XU et al., 2021). Estas substancias apresentam, também propriedades
antifungicas e redutora de biofilme bacteriano (JIA et al., 2019; QAIS et al., 2021).

A atividade antibacteriana de derivados cumarinicos tem sido relatada na ultima década.
Evidéncias  demonstram  que  derivados cumarinicos presente em  plantas
(CHARMFOROSHAN et al., 2022) ou formados a partir da molécula 4-hidroxicumarina
(REHMAN et al., 2013) apresentaram atividade contra bactérias patogénicas importantes como
Staphylococcus aureus, Bacillus atrophaeus e Bacillus subtillus. Alguns derivados
apresentaram atividade moderada contra Pseudomonas aeruginosa e Escherichia coli. Lin e
colaboradores (2012) evidenciaram atividade contra bactérias Gram positivas como o Bacillus

subtilis e Staphylococcus aureus, superior até do que contra bactérias Gram negativas (LIN et

al., 2012).
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Tabela 1. A¢des biologicas das cumarinas

Acgao biologica Referéncia
Redugao da glicemia Pan et al, 2022
Inibi¢do da colinesterase Abu-Aisheh et al., 2019
Inibigcdo da GSK-3 Francisco et al., 2020
Anticoagulante e antiplaquetaria Luetal., 2022

Khursheed; Jain, 2021

Anticancer Kiipeli Akkol et al., 2020
Antiviral Xu et al., 2020
Antifingica Jil et al., 2019
Charmforoshan et al., 2022
) ) Rehman et al., 2012
Antibacteriana

Lin et al., 2012

Com a velocidade reduzida no surgimento de novos antibioticos, associar moduladores
de resisténcia a esses farmacos, ja utilizados na pratica clinica, ¢ uma estratégia promissora para
controlar a resisténcia bacteriana. A busca por compostos que possuem a capacidade de
potencializar a atividade dos agentes antimicrobianos, reduzindo a concentragao de antibidticos
necessarios para tratar infeccdes ou reverter a resisténcia celular a terapia convencional, tem
sido alvo de diversas pesquisas cientificas (MEDEIROS BARRETO et al., 2014; SOUSA
SILVEIRA et al., 2020; TINTINO et al., 2020b).

1.3 ESTUDOS COMPUTACIONAIS

Os principais desafios enfrentados na pesquisa de novos farmacos incluem: o alto custo,
a complexidade do processo de descoberta, a inviabilidade de muitas moléculas desenvolvidas,
a toxicidade e a dificuldade em atingir o alvo farmacologico in vivo por limitagdes
farmacocinéticas. Tais obstaculos, muitas vezes inviabilizam o processo de desenvolvimento
de alguns farmacos. A tecnologia pode ajudar a superar esses desafios por meio dos estudos
computacionais in silico, reduzindo o tempo e custo envolvidos no caminho da descoberta de
novos farmacos e permitindo um melhor direcionamento nas investigagdes sobre novas
moléculas com maior eficacia. Além disso, a tecnologia também pode auxiliar na identificacao

de alvos terapéuticos especificos e no desenvolvimento de técnicas mais avancadas para testes
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pré-clinicos e clinicos (KHAN; PATEL; PATEL, 2018; PALMER et al., 2021; PESTANA-
NOBLES et al., 2022; TIWARI et al., 2020).

Os estudos computacionais podem ser combinados com os testes pré-clinicos e clinicos
para garantir a seguranga e eficicia de novas moléculas de diversas maneiras. Primeiro, os
modelos computacionais podem fornecer informagdes valiosas sobre as propriedades fisico-
quimicas e farmacologicas de uma molécula, bem como prever possiveis eventos adversos
(LABUTE et al., 2014), além da toxicidade (GUO et al., 2019), atividade sobre enzimas do
citocromo P450 (ORTIZ-ANDRADE et al., 2020), dentre outras. Isso contribui na identificagao
de moléculas promissoras a serem escolhidas para os ensaios pré-clinicos e clinicos.

Nos ensaios pré-clinicos, os modelos computacionais podem ser usados para prever a
farmacocinética da molécula em um organismo vivo, o que ajuda a determinar as doses
adequadas e o regime terapéutico (BAGGOT, 1990). Além disso, esses modelos podem ser
usados para identificar possiveis interagdes com outros medicamentos ou alimentos (EKINS;
CLARK; WRIGHT, 2015). Durante os testes clinicos, os modelos computacionais podem ser
usados para prever a eficacia do farmaco em diferentes populagdes de pacientes e ajudar na
selecdo dos pacientes mais adequados para o estudo (YU et al., 2019).

A busca por alvos moleculares pode ser realizada através da pesquisa em bancos de
dados publicos ou privados que contém informagdes sobre proteinas e outras moléculas
bioldgicas. Esses bancos podem ser explorados através da inser¢do da estrutura quimica ou
sequéncias de aminoacidos para identificar proteinas que possam estar envolvidas em uma
determinada doenga ou processo bioldégico (BENTO et al., 2014).

Outra abordagem ¢ a utilizacdo de técnicas que envolvem o uso de modelos
computacionais para prever quais moléculas podem se ligar a um determinado alvo molecular,
como o Docking, que avalia a energia de ligagdo entre a molécula e o seu alvo na cristalografia
e a Dinamica Molecular, que possui uma aproxima¢do mais realistica, ja que analisa o
movimento fisico de atomos moléculas durante um determinado tempo, permitindo uma visao

de evolugdo dindmica do sistema (VENABLE; KRAMER; PASTOR, 2019).
1.3.1 Predicao farmacocinética

Os ensaios ADME (Absorcao, Distribui¢do, Metabolismo ¢ Excre¢do) sdo uma parte
importante do processo de desenvolvimento de novas substancias. Esses estudos visam avaliar

como uma determinada substancia seria absorvida, ou seja, chegaria na corrente sanguinea,
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distribuida para os tecidos, inclusive os mais dificeis de serem penetrados, como o cérebro
(barreira hematoencefalica), convertida quimicamente no metabolismo e, consequentemente,
eliminada definitivamente do organismo (GOMBAR; SILVER; ZHAOQO, 2003).

Os estudos ADME podem ser realizados em modelos computacionais para avaliar a
seguranca e eficacia dos farmacos antes dos testes clinicos em humanos. Eles ajudam a
identificar possiveis problemas com o farmaco, como a baixa biodisponibilidade que afeta
diretamente a sua eficacia terapéutica. No entanto, os estudos ADME também possuem algumas
limitagdes como: ndo sdo totalmente preditivos para a farmacocinética humana, ndo consideram
interagdes medicamentosas ou variagdes genéticas individuais que podem afetar a resposta
bioldgica (DOOGUE; POLASEK, 2013). Portanto, os resultados dos estudos ADME devem

ser interpretados em conjunto com outros dados de experimentos pré-clinicos ou clinicos.
1.3.2 Regra dos Cinco de Lipinsk

A regra dos cinco foi estabelecida por Lipinski e se tornou uma ferramenta bastante
utilizada para avaliar a viabilidade de uma molécula como um candidato a farmaco a ser
administrado por via oral. A regra estabelece que, para ser absorvida pelo trato gastrointestinal
e ter uma boa chance de se tornar um firmaco possivelmente administrado por essa via de forma
eficaz, uma molécula deve atender a pelo menos trés dos seguintes critérios (LIPINSKI, 2004):

1. Peso molecular inferior a 500 Da;

2. LogP (coeficiente de particao) inferior a 5;

3. Nao mais do que 5 grupos doadores de hidrogénio ligados ao 4&tomo de nitrogénio ou
oxigeénio;

4. Nao mais do que 10 grupos aceptores de hidrogénio.

Esses critérios foram desenvolvidos com base em estudos sobre as propriedades fisico-
quimicas das moléculas que sdo absorvidas pelo trato gastrointestinal e se tornaram farmacos
com administra¢do oral. A regra dos cinco ¢ amplamente utilizada na industria farmacéutica
como uma ferramenta inicial para avaliar a viabilidade de uma molécula como um candidato a
farmaco oral antes de prosseguir com testes pré-clinicos e clinicos mais avancados. Outros
parametros como a area de superficie polar (PSA) ou area de superficie polar topologica (TPSA)
foram estabelecidos como importantes e somados a essa regra, permitindo melhor predi¢ao

sobre a biodisponibilidade por via oral (VEBER et al., 2002).
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1.3.3 Relacio estrutura-atividade

A relacdo estrutura-atividade (quantitative structure-activity relationship, QSAR) é um
método utilizado na descoberta e desenvolvimento de fairmacos que busca estabelecer uma
correlacdo entre a estrutura quimica de um composto e sua atividade bioldgica. O objetivo €
identificar as caracteristicas estruturais que sdo importantes para a atividade biologica da
substancia testada (GOMEZ-JIMENEZ et al., 2018).

Os estudos QSAR envolvem a sintese de uma série de compostos analogos com
variagoes estruturais especificas, seguida da avaliagdo da atividade biologica desses compostos.
A partir desses dados, ¢ possivel identificar as caracteristicas estruturais que sdo importantes
para a atividade bioldgica, como grupos funcionais especificos, posi¢des dos substituintes ou
conformagdes moleculares. Podem ser usados para prever a atividade bioldgica de compostos
relacionados com base em sua estrutura quimica, e assim, otimizar a atividade biologica dos
compostos existentes ou projetar novos compostos com atividades desejadas (GUHA, 2013).

Os métodos utilizados nos estudos QSAR incluem célculos e técnicas computacionais,
como modelagem molecular (docking) (SANTOS et al., 2014) e simula¢do por dinadmica
molecular (DE VIVO et al., 2016). Esses métodos permitem uma analise mais abrangente das
relacdes entre a estrutura quimica e a atividade bioldgica dos compostos, no entanto, o uso de
forma isolada ou indevida, pode produzir resultados limitados, sendo sempre importante a
correlagdo com ensaios in vitro ou in vivo (GUHA, 2013). Dessa forma, estabelecer uma relagao
estrutura-atividade ¢ importante no desenvolvimento novos compostos, permitindo o projeto
racional com atividades desejadas e/ou otimizagdo da atividade bioldgica dos compostos ja

existentes.

2 JUSTIFICATIVA

A resisténcia antimicrobiana ¢ uma das maiores ameacas a saude global,
comprometendo a eficdcia dos tratamentos antibidticos convencionais e aumentando a
morbidade e mortalidade associadas a essas infec¢des. O desenvolvimento de novos agentes
terapéuticos capazes de combater bactérias multirresistentes ¢ de extrema importancia para
garantir a eficacia dos tratamentos e a saude publica.

Nesse contexto, os compostos cumarinicos tém demonstrado potencial como agentes

antimicrobianos, exibindo atividade contra diferentes cepas bacterianas. No entanto, além da
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atividade antibacteriana intrinseca, a possibilidade desses compostos reestabelecerem o efeito
de antibacterianos convencionais se faz uma estratégia importante e necessaria na tentativa de
frear o fenomeno da resisténcia bacteriana que vem aumentando em uma escala assustadora nos
ultimos anos.

A bomba de efluxo ¢ um mecanismo importante de resisténcia bacteriana, pois permite
que as bactérias eliminem agentes antimicrobianos do seu interior, reduzindo sua concentra¢ao
intracelular e evitando sua eficicia. A compreensao dos mecanismos de resisténcia ao efluxo e
a capacidade dos compostos cumarinicos em inibir a proteina NorA ¢ MepA fornecerao
informagdes fundamentais na identificagdo € um novo agente e, quem sabe, no desenvolvimento
de estratégias terap€uticas eficazes a base de compostos cumarinicos contra infec¢do por S.

aureus resistentes.
3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar a atividade inibidora da fung¢do da bomba de efluxo MepA e NorA de

derivados cumarinicos.
3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Analisar a atividade bioldgica das cumarinas por similaridade in silico;

e Determinar, in silico, os parametros fisico-quimicos importantes para as propriedades
farmacocinéticas (ADME) das cumarinas;

e Avaliar atividade antibacteriana in vifro das cumarinas frente a bactérias padrdo,
multirresistente ou portadoras da bomba de efluxo MepA ou NorA;

e Avaliar o efeito potencializador in vitro dos derivados cumadrinicos frente a
fluoroquinolonas ou aminoglicosideos utilizados na clinica;

e Avaliar o efeito de derivados cumarinicos na redugdo da resisténcia bacteriana por
bomba de efluxo MepA ou NorA a antibacteriano das classes das fluoroquinolonas;

e Analisar a afinidade de derivados cumarinicos com a bomba de efluxo NorA e suas
interagdes especificas

e Calcular a energia de interacdo dos derivados cumarinicos com a bomba de efluxo

NorA através de docking molecular - in silico;
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e Analisar a afinidade dos derivados cumarinicos com a membrana composta por

lipidios do tipo 1-palmitoil-2-oleoil-fosfatidilglicerol (POPG) - in silico.
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4 MATERIAL E METODOS
4.1 OBTENCAO DAS CUMARINAS

A série homologa dos derivados cumarinicos foi sintetizada e cedida pelo professor
Dr. Diogo Teixeira Carvalho, coordenador do Laboratério de Pesquisa em Quimica
farmacéutica (LQFar) da Universidade Federal de Alfenas (UNIFAL) em Minas Gerais. A
sintese dos compostos descritos na Tabela 2 foi realizada de acordo com o procedimento
descrito na Figura 4, anteriormente publicado (MARTIN et al., 2023).

Brevemente, a cumarina prototipo (C14) foi preparada por reacdo de Pechmann entre
acetoacetato de ctila e resorcinol, sob catalise acida (TIMONEN et al., 2011). A cumarina C9
foi preparada por reacdo de Mannich entre C14, morfolina e formaldeido em etanol sob
aquecimento (DOMINGUEZ et al., 2016). Ja a cumarina C10 foi obtida por reagdo de
substitui¢do nucleofilica de C14 com brometo de alila em meio basico e na presenga de solvente
polar aprético (RASHEED; QUAYLE, 2018). A cumarina glicosilada C11 foi preparada por
adaptacdo do procedimento proposto por (PARK; SHIN, 2007), em duas etapas, a partir do
tratamento de C14 com o agente glicosilante brometo de glicopiranosila, seguido de
transesterificagdo com metoxido de sodio. A cumarina C13 foi preparada em duas etapas,
mediante O-acetilagdo de C14 com anidrido acético, seguido de rearranjo de Fries com cloreto
de aluminio (KUMAR et al., 2009).

Todos essas cumarinas ja foram descritas na literatura. As analises espectrométricas e
cromatograficas usadas em sua caracterizagdo forneceram resultados que atestam sua

identidade e pureza.
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Figura 4. Rota de sintese para a obtenc@o das cumarinas avaliadas.
Condig¢des experimentais: i) acetoacetato de etila, acido perclorico, 25 °C, 80%; ii) morfolina, formaldeido, etanol,
70 °C, 40%; iii) brometo de alila, carbonato de sddio, acetona, 70 °C, 60%; iv) a: brometo de alfa-D-
glicopiranosila, hidréxido de sodio, agua, acetona, 25 °C; b: metoxido de sddio, metanol, 0 °C; 15% (2 etapas); v)
anidrido acético, N,N-dimetilaminopiridina (cat.), diclorometano, 25 °C, 82%; vi) cloreto de aluminio anidro, 150

°C, 40%.

Tabela 2. Estrutura quimica das cumarinas avaliadas.
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Cumarina Estrutura quimica Nomenclatura IUPAC
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4.2ENSAIOS PRELIMINARES IN SILICO

4.2.1 Analise de atividade bioldgica por similaridade e propriedades

farmacocinéticas (ADME)

As estruturas moleculares das substancias foram analisadas com o apoio do banco de
dados ChEMBL, uma concessdo estratégica do Wellcome Trust ¢ do European Molecular
Biology Laboratory (EMBL), para o campo de quimiogendmica. O acesso ¢ gratuito através do
Instituto Europeu de Bioinformatica (EBI, https: // www.ebi.ac.uk/chembl/), que faz parte do
EMBL e responsavel pelo financiamento. EMBL-EBI torna os dados disponiveis livremente a
partir de experimentos de ciéncias da vida que cobrem todo o espectro da biologia molecular.
O ChEMBL ¢ um banco de dados aberto alimentado manualmente de periédicos envolvendo
pequenas moléculas (BENTO et al., 2014; GAULTON et al., 2012). Além do ChEMBL, foi
utilizado o diciondario de pequenas moléculas ChEBI (Chemical Entities of Biological Interest)
para uma busca unificada em diversas bases de dados utilizando o software UniChem 2.0,
versdo beta (CHAMBERS et al., 2013). Este identificador de compostos unifica recursos do
EMBL-EBI e mantém referéncias cruzadas entre os recursos quimicos do EBI e outros bancos
de dados como o Gene Expression Atlas e o PDBe (Protein Data Bank na Europa).

Neste percurso realiza-se a predicdo de pardmetros ADME (absorg¢do, distribuicao,
metabolismo e excre¢do) das moléculas. Para este procedimento, foi utilizado o software on-
line SwissADME (http://www.swissadme.ch/index.php), desenvolvido e mantido pelo Grupo
de Modelagem Molecular do SIB (Instituto Suico de Bioinformética) (DAINA; MICHIELIN;
ZOETE, 2017). O SwissADME ¢ uma ferramenta web que dé acesso a um conjunto de modelos
preditivos rapidos e robustos, para propriedades fisico-quimicas (peso molecular, nimero de
regides aceptoras e doadoras de hidrogénio e o numero de ligacdes rotacionaveis) e
farmacocinética (lipofilicidade e solubilidade em 4gua), bem como o druglikeness. Aqui vale
destacar que o druglikeness diz respeito a um conceito frequentemente utilizado no desenho de
farmacos. Ele indica o quio vidvel uma dada molécula ¢ para se tornar um farmaco,
considerando-se o contexto da biodisponibilidade (JARRAHPOUR et al., 2012). A busca de
referéncias sobre as moléculas relatadas neste estudo foi realizada consultando suas estruturas

quimicas no CAS SciFinder" (GABRIELSON, 2018).
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4.3 ENSAIOS IN VITRO
4.3.1 Linhagens utilizadas

A escolha dos microrganismos para a avaliacdo da atividade antimicrobiana (Figura 5)
foi efetuada levando em consideracdo a presenca de pelo menos um representante dos seguintes
grupos de importancia clinica: bactérias Gram-positivas e Gram-negativas:

a) Ensaio de determinacdo da Concentragdo Inibitéria Minima (CIM): Linhagens
bacterianas (padrao): S.aureus ATCC 25923 e E.coli ATCC 25922; E. coli 06 e S. aureus 10,
S. aureus 1199B e S. aureus K2068

b) Ensaio da modulagdo da acdo de antibioticos: Linhagens bacterianas
(multirresistentes de isolados clinicos): E. coli 06 e S. aureus 10

¢) Ensaio de inibigdo da bomba de efluxo: Linhagem bacteriana portadora da Bomba de
efluxo MepA: S. aureus K2068 ou NorA: S. aureus 1199B

Todas as linhagens foram fornecidas pelo Laboratorio de Microbiologia e Biologia

Molecular (LMBM - URCA).
4.3.2 Farmacos e reagentes

Para os testes de suscetibilidade bacteriana pelas cumarinas isoladas (C9, C10,C11,C13
ou C14) ou em associagao com os antibacterianos, foram utilizados farmacos das classes dos
aminoglicosideos (gentamicina) ou fluoroquinolonas (norfloxacino ou ciprofloxacino). As
solugdes teste foram preparadas usando 10 mg dos compostos solubilizados em 9.265 uL. de
agua destilada e 500 pL. de DMSO, atingindo uma concentragao de 1024 ug/mL.

O reagente resazurina sédica foi utilizado como indicador de crescimento bacteriano.
Os antibacterianos e a resazurina sddica foram obtidos na Sigma—Aldrich (St Louis, MO),

armazenados a 4°C protegidos da luz.
4.3.3 Meios de cultura

Nos ensaios biologicos foram utilizados os seguintes meios de cultura: Infusion Agar -
HIA (Difco Laboratories Itda.), Caldo Brain Heart Infusion — BHI (concentracao indicada pelo
fabricante e 10%) (Acumedia Manufacturers Inc.). Todos os meios de cultura foram preparados
segundo as especificagcdes do fabricante. Culturas de bactérias serdo mantidas a 4°C em HIA.

Antes dos testes, as linhagens foram repassadas para o meio citado e incubadas a 37°C, por 24
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horas. As linhagens repicadas testadas foram inoculadas em Caldo BHI e incubadas na mesma
situacdo antes do teste. Suspensdes com crescimento bacteriano foram diluidas até a obtencao

de 10° céls/mL (CLSI, 2021)

As cumarinas
apresentam atividade
antibacteriana?

Determinacéo
da CIM

A 4 A 4

ATCC MDR
(S. aureus e E. coli) (S. aureus e E. coli)

h 4

As cumarinas sao
moduladoras do
efeito antibidtico?

h 4

Determinaczo da
reducdo da CIM do
antibiotico

Figura 5. Fluxo metodologico da primeira fase da pesquisa.
4.3.4 Determinacio da Concentracgao Inibitéoria Minima (CIM)

Para distribui¢do na placa de microdilui¢do foram preparados tubos eppendorf®
contendo, cada um deles, 1 mL de solugdo contendo 900 uL. de BHI 10% e 100 pL da suspensao
bacteriana (S. aureus ATCC 25923, E. coli ATCC 25922, S. aureus 10, E. coli 06, S. aureus
K2068 ou S. aureus 1199B). A placa de 96 pocos foi preenchida no sentido numérico
adicionando-se 100 pL desta solugcdo em cada e em seguida procedeu-se a microdiluicdo seriada
com 100 pL de cada substancia (C10, C11, CI13 ou C14), resultando em uma faixa de
concentragdo de 512 a 8 ug/mL. As placas foram levadas a incubadora por 24 horas a 37° C. A
determinagdo da CIM bacteriana foi realizada utilizando-se a leitura apds a adi¢do de 20 pL de
resazurina (7-hidroxi-3H-fenoxazina-3-ona 10-6xido). Na leitura dos testes, a mudanga de
coloracdo azul para rosa, devido a reducdo do revelador, indica o crescimento bacteriano e a
permanéncia azul indica a auséncia de crescimento (CLSI, 2021). A CIM foi definida como a
menor concentragdo na qual nenhum crescimento foi observado. Todos os experimentos foram

realizados em triplicata.
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4.3.5 Ensaio de modulacio da acao de antibidticos

Para verificar se as substdncias modificaram a ag¢do dos antibioticos frente as cepas
multirresistentes testadas (S. aureus 10, E. coli 06), foi utilizada o método proposto por
Coutinho e colaboradores, no qual a solucdo de cada substancia foi testada em concentracao
sub-inibitdéria, CIM/8 (COUTINHO et al., 2008a). A placa foi preenchida adicionando-se 100
pL das solug¢des cumarinicas (C10, C11, C13 ou C14) em cada poco. Em seguida, 100 uL de
antibiotico foi misturado ao primeiro pogo, procedendo a microdiluicdo seriada e a CIM dos
antibioticos (norfloxacino ou gentamicina) foram determinadas na presenca ou auséncia do
compostos cumarinicos conforme descrito anteriormente. Pogos contendo antibidtico, meio ou
indculo na auséncia dos compostos foram usados como controle. Todos os experimentos foram

realizados em triplicata.

MepnA Avaliacdo da inibicdo da
> s ‘2 3 »| bomba pela reducéo da
(S. aureus) CIM do EtBr
N Avaliacdo da inibicao da
As cumarinas inibem - bomba pela reducdo da
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Estudos
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h 4

Dinamica molecular
de membrana
(POPG - NorA)

Figura 6. Fluxo metodologico da segunda fase da pesquisa.
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4.3.6 Avaliacio da inibicao de bomba de efluxo NorA ou MepA por reducio do
CIM do brometo de etidio

Ap6s a determinacdo da CIM das cumarinas C9, C10, C11, C13 ou C14 nas cepas de
S. aureus K2068 ou S. aureus 1199B, a redu¢do do CIM do brometo de etidio (EtBr) ou
antibiotico foi determinada e esse parametro ¢ indicativo de inibicdo de bomba (Figura 6). A
inibicdo da bomba de efluxo foi testada usando concentragdes subinibitérias (CIM/8) das
substancias C9, C10, C11, C13 ou Cl4, com o objetivo de avaliar a capacidade de cada
substancia em diminuir a CIM do brometo de etidio ¢ do antibidtico norfloxacino, substrato
conhecido para as bombas de efluxo NorA ou ciprofloxacino no teste com a cepa de S. aureus
K2068, portadora da bomba MepA. 150 puL. de indculo bacteriano suspenso em solugdo salina,
correspondente a 0,5 da escala de McFarland foram adicionados aos eppendorfs juntamente
com 1350uL de infusdo de cérebro e coragdo (BHI) como controle. Para os ensaios de avaliagao
do efeito potencializador das cumarinas, 150 pL. de indculo bacteriano suspenso em solug¢ao
salina foram adicionados aos eppendorfs juntamente com 188 uL (1/8 MIC) das substancias
C9, C10, C11, C13 ou C14, complementado com 1162 pL de infusdo cérebro coracao (BHI).
As solucdes de eppendorf foram transferidas para placas de microdilui¢ao de 96 pogos e
dilui¢des seriadas foram realizadas com 100 pL de norfloxacino 1024 pg/mL até o pentltimo
pogo, pois no ultimo nao foi adicionado por ser utilizado como controle de crescimento
(LIMAVERDE et al., 2017). As placas foram incubadas a 37°C por 24 horas e realizado a
leitura das placas por visualizagdo de mudanga de cor do meio caracterizado pela adigdo de 20
uL de resazurina. A CIM foi definida com as concentra¢des de norfloxacino e brometo de etidio
que variaram entre 0,5 e 512 pg/mL e foram comparadas aos padroes de clorpromazina. Todos

os experimentos foram realizados em triplicata.

4.3.7 Avaliaciao da Inibicio da Bomba de efluxo NorA por Emissao de

Fluorescéncia de EtBr

Em um periodo de 24 h antes da realizagdo do experimento, a cepa S. aureus 1199B foi
semeada em HIA e mantida em estufa bacterioldgica a 37°C. Durante o ensaio foi preparado o
indculo bacteriano em tampao phosphate buffered saline (PBS) até atingir uma contagem de
1,5 x 108 unidades formadoras de coldnias. Foi preparada uma solugdo contendo indculo com
os derivados cumarinicos C9, C10, C11, C13 e C14 em 50 pg/mL ou 100 pg/mL, para o teste.
O CCCP (50 pg/mL) foi utilizado como controle positivo. Em seguida foi adicionado PBS até
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obter-se volume final de 1 mL. As solugdes foram incubadas e, em seguida, adicionou-se o EtBr
(100 pg/mL) em todas as solugdes. As solu¢des foram novamente incubadas. Apods lh as
solucdes foram centrifugadas com ciclos de centrifugacdo a 10.000 rpm por 2 minutos com
lavagens intercalares com PBS, desprezando o sobrenadante. A leitura foi realizada com
Software Gen5™ em leitor de microplaca de fluorescéncia Cytation 1 da BioTek® usando
excitacdo 530 nm e emissdo comprimento de onda 590 nm. A leitura foi realizada nos tempos:
a cada 10 minutos até 1h hora apds a lavagem, totalizando seis leituras. Foi realizada a leitura
dos seguintes grupos: controle de crescimento contendo apenas inoculo; controle negativo
composto por inodculo + EtBr; indculo + EtBr + CCCP como controle positivo; e o teste
contendo indculo + EtBr + derivados cumarinicos (BLAIR; PIDDOCK, 2016; PAL et al.,
2020).

4.3.8 Analise Estatistica

Apods ter passado pelo teste de normalidade (Shapiro-Wilk), os dados foram
apresentados como média + erro padrao da média (SEM). Para analisar a diferenga entre os
grupos experimentais foi utilizado o software GraphPad Prism 9.0 e aplicado ANOVA
unidirecional (one way) seguido pelo teste de comparagdes multiplas de Bonferroni. Os valores

de p < 0,05 foram considerados significativos.
4.4 ANALISE COMPUTACIONAL DA INIBICAO DA BOMBA DE EFLUXO NORA
4.4.1 Docking

Os métodos computacionais empregados neste estudo tiveram como objetivo
investigar as interagdes de ligacdo entre a proteina NorA e os cinco derivados da cumarina em
nivel atomistico. Simula¢des de ancoragem molecular foram conduzidas utilizando o software
AutoDock 4.2.6 em combinagdo com AutoDock Tools (ADT) (MORRIS et al., 2009; MORRIS;
HUEY; OLSON, 2008), fornecendo informagdes valiosas sobre a afinidade de ligagdo e as
interagdes potenciais entre os ligantes e a proteina NorA.

Para realizar as simula¢des de ancoragem, a estrutura da proteina NorA foi a mesma
utilizada no estudo anterior (DE LIMA SILVA et al., 2022; TINTINO et al., 2020b). As
estruturas dos derivados de cumarina foram obtidas por meio de célculos de estrutura eletronica

com o programa Gaussianl6 (FRISCH et al., 2016), utilizando o método B3LYP/6-31G(d,p)
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(BECKE, 1988; LEE; YANG; PARR, 1988; STEPHENS et al.,, 1994; VOSKO; WILK;
NUSAIR, 1980) Os tipos de atomos do ligante foram definidos como A, C, HD, OA ¢ N,
correspondendo a diferentes tipos de atomos presentes nos derivados de cumarina. Mapas de
potencial eletrostatico e de dessolvatagdo também foram incorporados para considerar seus
efeitos. A constante dielétrica foi ajustada para -0,1465.

O método de Gasteiger (GASTEIGER; MARSILI, 1980) foi empregado para calcular
as cargas parciais do ligante, enquanto as cargas atomicas da NorA foram atribuidas com base
nos parametros do campo de forca AMBER86 (WEINER et al., 1986). O processo de
ancoragem envolveu o algoritmo genético Lamarckiano (GA) combinado com a abordagem de
busca local Solis & Wets (SOLIS; WETS, 1981). Uma série de 100 execucdes de ancoragem
utilizando uma estratégia hibrida GA-LS foi realizada, empregando diversas configuracdes
iniciais e ajustes de parametros para aumentar a confiabilidade dos resultados. Os ligantes foram
posicionados no centro da grade com as coordenadas -0,02, 0,1276, -0,0419, e as dimensdes da
grade foram definidas como 126 x 126 x 126 com um espagamento de 0,16945 A. Os
parametros do GA incluiram um tamanho de populacdo de 150 individuos, 2.500.000
avaliagdes de energia e 27.000 geragdes com uma taxa de mutacdo de 0,02 e uma taxa de
cruzamento de 0,8. O GA-LS foi executado com um maximo de 300 iteragdes e uma tolerancia
de desvio médio quadratico de 2,0 A para agrupar as conformagdes de energia mais baixa. Por
fim, os resultados de ancoragem foram analisados usando uma anélise de cluster classificada
para avaliar a conformagdo de energia mais baixa e a afinidade de ligacdo entre a proteina NorA

e cada derivado de cumarina.
4.4.2 Dinamica Molecular: derivados cumarinicos e membrana POPG

As interagdes entre cinco derivados de cumarina e uma bicamada de POPG (1-palmitoil-
2-oleoil-fosfatidilglicerol), mostrado na Figura 7, que serve como modelo para a membrana
bacteriana de Staphylococcus aureus, foram investigadas por meio de simulagdes de dinamica

molecular (DM).
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Figura 7. Acido graxo POPG

A configuracdo e preparacdo do sistema envolveram as seguintes etapas utilizando o
protocolo de construcdo de bicamada CHARMM-GUI (JO et al., 2009). Os parametros do
campo de forca CHARMM36 (HUANG; MACKERELL, 2013) foram utilizados para os
lipidios, enquanto as moléculas de &4gua foram representadas pelo modelo TIP3P
(JORGENSEN et al., 1983). Os derivados de cumarina foram incorporados a 4gua no sistema
de bicamada. Os parametros da cumarina foram obtidos a partir dos parametros do campo de
forca CHARMM36 utilizando o programa CGenFF (VANOMMESLAEGHE; MACKERELL,
2012) no Ligand Reader & Modeler do CHARMM-GUI (“CHARMM-GUI ligand reader and
modeler for CHARMM force field generation of small molecules - Kim - 2017 - Journal of
Computational Chemistry - Wiley Online Library”, [s.d.]). Contra-ions, incluindo ions de so6dio
e ions de cloreto, foram adicionados para neutralizar a carga do sistema. Cada sistema foi
composto por 100 moléculas de POPG, 5 cumarinas, 109 Na+, 9 Cl- e aproximadamente 4000
moléculas de agua.

Os sistemas passaram por um protocolo de minimizacdo de energia e equilibragdo,
envolvendo seis etapas conforme descrito no protocolo de constru¢do de bicamada do
CHARMM-GUI. O procedimento de minimizagdo utilizou os algoritmos de descida mais
ingreme e gradiente conjugado para aliviar contatos desfavoraveis e resolver colisdes entre
atomos. Posteriormente, foi realizado um processo de equilibracdo em etapas multiplas,
comecando com restricdo de posi¢cdo e transicdo para dindmica irrestrita, com graduais e
decrescentes restrigdes nos atomos de lipidio. As simulagdes foram conduzidas utilizando um
método de integragdo com um passo de tempo de 2 fs. As interagdes ndo ligadas empregaram

o esquema de corte de Verlet (VERLET, 1967), com uma lista de vizinhos atualizada a cada 20
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passos e uma distancia de corte de 1,2 nm. As interacdes de Van der Waals foram tratadas
utilizando um esquema de corte com um modificador de chave liga-desliga. A distancia de
chave liga-desliga do potencial de Van der Waals foi definida como 1,0 nm e a distancia de
corte foi definida como 1,2 nm. As interagoes eletrostaticas foram calculadas usando o método
particle mesh Ewald (PME) (DARDEN; YORK; PEDERSEN, 1993) com um corte de espaco
real de 1,2 nm. O acoplamento de temperatura utilizou o algoritmo de Berendsen
(BERENDSEN et al., 1984) com uma constante de acoplamento de temperatura de 1,0 ps e
uma temperatura de referéncia de 303,15 K. O acoplamento de pressao utilizou o algoritmo de
Berendsen (BERENDSEN et al., 1984) com um tipo de acoplamento semi-isotropico, uma
constante de acoplamento de pressio de 5,0 ps, uma compressibilidade de 4,5¢” bar!' € uma
pressdo de 1,0 bar. Restricdes de ligagao de hidrogénio foram aplicadas utilizando o algoritmo
LINCS para solugao de restricdes (HESS et al., 1997).

A fase de produgdo das simula¢des de dinamica molecular (DM) foi realizada utilizando
0s seguintes parametros: assim como na etapa de equilibragdo, o esquema de corte foi definido
como Verlet, com uma lista de vizinhos atualizada a cada 20 passos e uma distancia de corte de
1,2 nm para interagdes de Van der Waals. Um modificador de chave liga-desliga foi utilizado,
com uma distancia de chave de 1,0 nm e uma distancia de corte de 1,2 nm. As interag¢des
eletrostaticas de longo alcance foram tratadas utilizando o método PME (DARDEN; YORK;
PEDERSEN, 1993), com uma distancia de corte de 1,2 nm e um espagamento de grade de
Fourier de 1,2 nm. O acoplamento de temperatura foi realizado utilizando o algoritmo de Nose-
Hoover (HOOVER, 1985; NOSE, 1984) com uma constante de tempo de 1,0 ps e uma
temperatura de referéncia de 303,15 K. O acoplamento de pressao foi implementado utilizando
o algoritmo de Parrinello-Rahman (PARRINELLO; RAHMAN, 1981) de forma semisotropica,
com uma constante de tempo de 5,0 ps, uma compressibilidade de 4,5e-5 bar-1 e uma pressao
de referéncia de 1,0 bar. O algoritmo LINCS foi utilizado para restringir as distancias de ligacao
com uma tolerancia geométrica relativa de 0,00001. Por fim, o método de integracdo foi
empregado com um passo de tempo de 2 fs, e a simulagdo foi executada por um total de 500 ns

cada uma.
4.4.3 Dinamica Molecular: complexo NorA-POPG com C10 e C13

Além dos sistemas previamente descritos, realizamos uma simulacdo de DM para
investigar um sistema mais complexo envolvendo uma bicamada de POPG com a proteina

NorA incorporada nela, juntamente com cinco moléculas de cumarina em uma solugao aquosa.
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Os parametros do campo de for¢a especificos para cada molécula foram os mesmos descritos
anteriormente. O sistema consistiu em uma bomba de efluxo NorA, 160 moléculas de POPG,
191 ions de sddio, 34 ions de cloreto, 12.882 moléculas de agua representadas pelo modelo
TIP3 e cinco moléculas de C10 ou C13. Os parametros utilizados para este sistema foram
essencialmente os mesmos descritos anteriormente, seguindo o protocolo de construgdo de
bicamada do CHARMM-GUI (“CHARMM-GUI ligand reader and modeler for CHARMM
force field generation of small molecules - Kim - 2017 - Journal of Computational Chemistry -
Wiley Online Library”, [s.d.]). As simulagcdes de DM foram realizadas utilizando o mesmo
método de integragdo com um passo de tempo de 2 fs, e o processo de equilibragao foi realizado
conforme descrito anteriormente. Para capturar a dindmica e o comportamento do sistema, a
simulagdo de DM foi estendida por uma duragao total de 250 ns. Isso permitiu uma exploragdo

abrangente das interagdes e propriedades do sistema complexo em investigacao.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO
5.1 ENSAIOS PRELIMINARES IN SILICO

5.1.1 Analise de atividade bioldgica por similaridade e propriedades

farmacocinéticas (ADME)

A busca por similaridades no banco de dados UniChem 2.0 identificou moléculas com
100% de similaridade para todas as cumarinas incluidas neste estudo (CHAMBERS et al.,
2013). Nesse sentido, a busca por publicagdes relatando moléculas semelhantes no CAS
SciFinder" mostrou que, exceto para C11, todos os derivados cumarinicos analisados foram
relatados por apresentar atividade antibacteriana contra diferentes bactérias como mostrado na

Tabela 3.

Tabela 3. Atividades farmacoldgicas dos derivados cumarinicos segundo a literatura.

Codigo de
Molécula molécula similar Atividade relatada Referéncia***
(% similaridade) **
Antioxidante (c) (c) Vianna et al, 2012
C10 ZH\E&SZ/?M Anticolinesterasico (d) (d)(e) Zayane et al, 2016
° Antibacteriano (e) (e) Tataringa et al, 2018
Inibi¢do da enzima zinco
ZINC4282211 . . .
C11 (100%) anidrase carbodnica (f) (f) Touisni, 2011
ZINC40588 ) .
C13 (100%) Antibacteriano (g) (g) Konc et al, 2011
ZINC58121 Anticancer (h) (h) Piccioni et al, 2015
C14 (Hymecromone) Antibacteriano (i) (1) Shi e Zhou, 2011
(100%) (1) Kawasea, 2001

* Fonte: PubChem, um banco de dados quimico do National Institutes of Health (NIH)
** Banco de referéncia das moléculas similares: zinc.docking.org
*** Buscas pelas estruturas moleculares realizadas através do CAS SciFinder"

Tabela 4. Numero estimado de organismos-alvo para cumarinas de estudo (ChEMBL)).
Organismos Alvo

. C9 C10 C11 C13 Cl14
predito
Eucariontes 7 3 6 - 118
Bactérias 1 - 2 - 9
Fungos - - - - 9
Virus 7 - - - 2
Sem dados 2 2 1 - 5
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Na identificagdo dos possiveis alvos para as cumarinas em estudo, o banco de dados
ChEMBL demostrou que, considerando o niimero total de organismos, os eucariotos foram os
mais propensos a apresentar um alvo molecular para os compostos, com as bactérias ocupando
o segundo lugar no numero de alvos provaveis (Tabela 4). Sendo assim, essas cumarinas
parecem possuir alvos moleculares potenciais em uma grande variedade de organismos entre
os quais se destacam as bactérias, o que incentiva a investigacao das atividades antibacterianas

desses derivados.

A Tabela 5 apresenta as propriedades fisico-quimicas que estdo mais frequentemente
relacionadas a probabilidade de uma molécula se tornar um farmaco para ser utilizado por via

oral.

Tabela 5. Propriedades fisico-quimicas dos derivados cumarinicos.

Composto 15312 ‘z‘l‘l‘lﬁ‘r (gl/)l‘:ls(:’l) NLR NHBA NHBD TPSA(A?) iLogP
C10 Ci13H1203 216.23 3 3 0 39 2.67
Cl11 Ci6H130s 338.31 3 8 4 129 -0.72
Cl13 C12H1004 218.21 1 4 1 67 2.01
Cl4 Ci10Hs0O3 176.17 0 3 1 50 1.81
Gentamicina C10H43Ns0O7 477.60 7 7 8 200 -3.32
Norfloxacino Ci6Hi1sFN30O3 319.33 3 5 1 73 1.26

NLR: Nimero de links rotativos. NHBA: Numero de regides aceitadoras de ligagdes de hidrogénio. NHBD:
Numero de regides doadoras de ligagdes de hidrogénio. TPSA: Area de superficie polar topologica.

Os resultados demonstram que os derivados cumarinicos s3o moléculas pequenas, com
poucas regides aceptoras ou doadoras hidrogénio, pequena area de superficie polar e
coeficientes de particdo baixos. Dessa forma, possuem propriedades fisico-quimicas e
farmacocinéticas promissoras, indicando que, do ponto de vista computacional, possuem
potencial para serem utilizados no desenvolvimento de farmacos orais, pois nenhuma molécula

apresentou qualquer violagdo da regra dos cinco de Lipinsk (LIPINSKI, 2004).

5.2 ENSAIOS IN VITRO
5.2.1 Determinacio da Concentracgao Inibitéoria Minima (CIM)

Dentre os derivados cumarinicos avaliados neste estudo, apenas o C13 apresentou
atividade antibacteriana clinicamente relevante contra Staphylococcus aureus ATCC 25923

(MIC < 128 pg/mL) e Escherichia coli ATCC 25922 (MIC < 256 pg/mL). Como os demais
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compostos apresentaram valores da CIM acima de 1024 pg/mL, estes ndo apresentam atividade
antimicrobiana de relevancia contra essas cepas.

Ensaios previamente realizados com os derivados cumarinicos estudados, mostraram
atividade antibacteriana contra cepas de bactérias Gram positivas e Gram negativas (KAWASE
et al.,, 2011; SHI; ZHOU, 2011; SUKANYA et al., 2019; SUMAKANTH; SUKANYA;
SRUTHI, 2019; TATARINGA et al., 2018; TRYKOWSKA KONC et al., 2011; ZAYANE et
al., 2016). Nesse estudo, apenas a cumarina C13 apresentou tal atividade contra a cepa de S.
aureus ATCC 25923, o que corrobora com o estudo de Konc e colaboradores (2011) que
mostrou que a substancia 8-Acetyl-7-hydroxy-4-methylcoumarin apresenta atividade contra
bactérias Gram positivas como S. aureus ATCC 6538, B. cereus ATCC 11778, B. subtilis
ATCC 6633 e M. luteus ATCC 9341, no entanto, ndo encontrou atividade contra bactérias Gram
negativas como E. coli ATCC 10536 (TRYKOWSKA KONC et al., 2011), diferentemente do
verificado neste estudo, no qual a cumarina C13 apresentou atividade antibacteriana também
contra a bactérias Gram negativa E. coli ATCC 25922.

Uma possivel hipdtese para que apenas o composto cumarinico C13 tenha apresentado
tal efeito, seria talvez, pela presenca de um grupamento cetona ao lado do fenol. A carbonila na
posicao C-8, na posi¢do orto em relagdo a hidroxila na posicdo C-7, poderia promover um
campo com grande densidade eletrdnica, o que teria o potencial de sequestrar ions cations,
funcionando, talvez, como agente quelante de metais importantes para sobrevida bacteriana.
Um estudo que avaliou compostos organicos contendo grupos carbonila e fenol com relacao
sua atragdo e capacidade de ligagdo com o ferro em diferentes valéncias para formacao de
clusters, mostrou que o grupamento fenol quando desprotonado forma o anion fenoxi,
aumentando a capacidade nucleofilica da molécula, o que proporciona uma maior a atragdo pelo
ferro. O grupamento carbonila também possui a capacidade de formar pontes com metais, e,
quando associada no mesmo composto que contém fenol, dependendo das diferencas no sistema
de coordenagdo, essa atracdo pelo ferro ¢ aumentada quando a carbonila esta na posi¢do orto
com o fenol (KITOS et al., 2017)

Com base nos resultados, ¢ possivel estabelecer a provavel relagdo estrutura-atividade
(SAR) para os derivados sintéticos de 4-hidroxicumarina presentes neste trabalho. A atividade
antibacteriana intrinseca do composto C13 pode estar relacionada a alteragdes no anel benzilico,
como a presenga de grupos retirantes (metil cetona), proximo a um grupo hidroxila livre

presente na posicao 7 e maior capacidade de liberagdo de hidrogénio deste grupo. Os estudos
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que avaliam relagdo estrutura atividade relacionam o grupo hidroxila livre na posi¢do C-7 do
anel fenil como crucial para a atividade antibacteriana (RANJAN SAHOO et al., 2021).

O composto C14 é o composto base das cumarinas sintéticas presentes neste trabalho,
sem alteracdo no anel benzilico. Entdo, embora esse composto (C14) também tenha uma
hidroxila livre, a auséncia do grupo carbonila ao lado, pode reduzir a capacidade de liberacao
desse hidrogénio. Nos compostos C10 e C11, o lugar do hidrogénio da hidroxila, foi substituido

por outros grupos funcionais, o que pode ter contribuido para essa perda de fungdo.
5.2.2 Ensaio de modulagio da acdo de antibidticos

Para avaliar a capacidade desses compostos modularem a atividade de antibacterianos
das classes aminoglicosideos e fluoroquinolonas, representantes dessas classes foram
combinados com concentragdes sub-inibitorias (CIM/8) de cada cumarina contra as cepas
multirresistentes S. aureus 10 e E. coli 06. Exceto para a associacdo de norfloxacina com o
composto C11 frente a S. aureus 10 (Figura 9), as cumarinas C10 (Figura 8), C13 (Figura 10)
e Cl14 (Figura 11) demonstram a capacidade de reduzir da resisténcia a antibioticos para

bactérias Gram-negativas e positivas.
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Figura 8. Concentracdo inibitoria minima (pug/mL) de diferentes antibioticos (Norfloxacino ou
Gentamicina) na presenga ou auséncia da substancia C10 contra S. aureus 10 e E. coli 06.
**p<0,01; ****p<0,0001.
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Figura 9. Concentracdo inibitoria minima (pug/mL) de diferentes antibioticos (Norfloxacino ou
Gentamicina) na presen¢a ou auséncia da substincia C11 contra S. aureus 10 e E. coli 06.
**%p<0,001; ****p<0,0001.
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Figura 10. Concentragdo inibitéria minima (pg/mL) de diferentes antibioticos (Norfloxacino ou
Gentamicina) na presenc¢a ou auséncia da substancia C13 contra S. aureus 10 e E. coli 06.
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Figura 11. Concentracdo inibitéria minima (pg/mL) de diferentes antibioticos (Norfloxacino ou
Gentamicina) na presenc¢a ou auséncia da substancia C14 contra S. aureus 10 e E. coli 06.
*A*xp<0,0001.

Enquanto a maioria dos derivados cumarinicos ndo demonstrou atividade
antibacteriana clinicamente eficaz, todos eles mostraram a capacidade de potencializar a
atividade de antibidticos padrido (norfloxacina ou gentamicina ou ambos) contra cepas
multirresistentes de  S. aureus 10 e E. coli 06, indicando que esses compostos podem reverter
a resisténcia a antibioticos in vitro. Enquanto os estudos que avaliam a atividade moduladora
de antibidticos por derivados cumarinicos sdo escassos, o estudo de Araujo et al. (2016)
demonstrou que compostos cumarinicos podem atuar como inibidores da bomba de efluxo em
S. aureus (DE ARAUJO et al., 2016). Além disso, foi demonstrado que a combinagdo de
cumarina e aminoglicosideos (como gentamicina) e fluoroquinolonas (como levofloxacina)
resultou em um efeito antibacteriano aprimorado contra bactérias resistentes a meticilina como
Staphylococcus aureus (MRSA) (BETONI et al., 2006; HEMAISWARYA; KRUTHIVENTI;
DOBLE, 2008; MIKULASOVA; CHOVANOVA; VAVERKOVA, 2016; OLIVEIRA et al.,
2022; ZUO et al., 2016).

Com relagdo aos potenciais mecanismos para redu¢do da resisténcia demostradas pelos
derivados cumarinicos ao potencializar o efeito de antibacterianos, um estudo que realizou a
andlise por microscopia eletronica indicou que a 7-metoxicumarina causou lesdes significativas
na membrana bacteriana de Ralstonia solanacearum, uma bactéria patogénica que infecta
plantas (HAN et al., 2021). Apesar das diferengas estruturais dos compostos e do fato dessa
bactéria ndo ser patogénica para o ser humano, os achados da pesquisa relatada sugerem que os
derivados cumarinicos podem afetar a integridade das membranas bacterianas, aumentando a

penetracdo dos antibidticos e assim, possivelmente potencializando seu efeito antibacteriano.
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Outra possibilidade ¢ que compostos cumarinicos promoverem um efeito aditivo
quando associados a antibioticos fluoroquinolonas. Essa ideia ¢ suportada por estudos que
demonstram que cumarinas podem se ligar a subunidade B da DNA girase em bactérias,
inibindo o desespirilamento do DNA, o que resulta em um efeito bactericida (HU et al., 2020;
SUMAKANTH; SUKANYA; SRUTHI, 2019). Como um mecanismo semelhante ¢
desempenhado pelas fluoroquinolonas, tal efeito aditivo poderia justificar o sinergismo
observado a partir da associagdo de C10, C13 e Cl4 com norfloxacina contra a cepa
multirresistente de S. aureus 10, bem como da associacdo de C10, C11, C13 e Cl14 com
fluoroquinolonas contra E. coli 06 multirresistentes.

Um estudo que integrou uma fragdo estrutural de cumarina a um composto base
quinolona, mostrou que o composto resultante apresentou atividade antibacteriana aumentada
contra bactérias Gram-positivas e Gram-negativas em comparacao com 0s compostos originais
isolados, abrindo uma perspectiva do uso de cumarinas na Quimica Medicinal para obter
compostos com atividade antibacteriana melhorada (EMAMI et al., 2008).

O composto C13 ¢ mais lipofilico quando comparado com o C14, suportando a ideia de
que a lipofilicidade desempenha um papel fundamental para a atividade inibitéria contra
bactérias Gram-positivas (YUAN et al., 2021). Alteragdes estruturais como substituicao de
compostos no anel fenil contendo grupos doadores/retiradores de elétrons como os grupos —
CH3, -OH e —OMe no anel arilico podem estar associadas ao aumento da atividade
antibacteriana com relagdo direta com a lipofilicidade, que contribui para a penetragdo pela
membrana celular dessas bactérias (ROPPONEN et al., 2021; ZAVRSNIK et al., 2008). Essas
caracteristicas podem contribuir tanto para o efeito antibacateriano da C13 como para sua
capacidade de redugdo da resisténcia da S. aureus 10 e E. coli 06 multirresistentes a
norfloxacino e gentamicina.

Alguns parametros fisico-quimicos parecem estar relacionados as diferengas de
atividade dos compostos antibacterianos contra bactérias Gram-negativas e Gram-positivas. A
literatura relata um LogP ideal em torno de 4 para bactérias Gram-negativas e contra Gram-
positivas em torno de 6 (LIEN; HANSCH; ANDERSON, 1968). Para bactérias Gram-
negativas, uma maior area de superficie polar (PSA) ou area de superficie polar topologica
(TPSA) (~165 A?) parece ser importante para aumentar a disponilidade bacteriana ao
antibidtico (ROPPONEN et al., 2021). Essas caracteristicas, talvez explique a atividade
observada em C13 (LogP =2.01; TPSA = 67 A?) tanto isolada como na modulagio de atividade

favoravel contra S. aureus 10.
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Os substituintes no anel benzilico que contém um anel heterociclico (por exemplo,
imidazol, piperazina, fluoro-isoquinolina, azol e tiazol) ligados ao grupo farmacoférico da
cumarina desempenharam um papel fundamental na transformagao da atividade antibacteriana
(OSTROWSKA, 2020; R. VERMA et al., 2021; RAKESH et al., 2015; RAVINDAR et al.,
2018; SK. VERMA et al., 2021; ULLAS et al., 2020)

Devido ao aumento da resisténcia bacteriana, a descoberta de compostos capazes de
aumentar a atividade dos antibidticos convencionais podem contribuir significativamente para
a terapia antimicrobiana, reduzindo a dose necessaria do antibiotico utilizado e
consequentemente promovendo menor toxicidade, proporcionando assim maiores beneficios

na clinica.

5.2.3 Avaliacio da inibicao de bomba de efluxo MepA por reducio do CIM do
EtBr

Devido as cumarinas demostrarem papel interessante na reducdo da resisténcia
bacteriana a fluoroquinolonas em cepas multirresistentes S. aureus 10 e E.coli 06, isso levou a
investigacdo da atividade desses compostos como possiveis inibidores das bomba de efluxo
MepA e NorA, um mecanismo de resisténcia importante e comum em cepas de S. aureus.

As cumarinas testadas ndo apresentaram atividade antimicrobiana de relevancia clinica
contra as cepas bacterianas portadores de bomba de efluxo MepA presente nas cepas de S.
aureus K2068, na qual a concentragdo inibitoria minima foi igual ou superior a 1024pg/mL. No
entanto, todos os derivados cumarinicos mostraram resultados significativos (p<0.0001) quanto
ao seu potencial de reduzir a concentragao inibitoria minima do brometo de etidio, o que indica
um efeito inibitorio sobre a fun¢dao da bomba de efluxo.

Os compostos C10, C11, C13 e C14 apresentaram atividade potencializadora superior a
demostrada pelo controle positivo (clorpromazina) usado como padrao de inibicdo de bomba
no estudo (Figura 12-A). No entanto, esse possivel efeito sinérgico ndo foi confirmado quando
os compostos cumarinicos, em concentragdes sub-inibitérias, foram associados ao
antibacteriano ciprofloxacino, pois apenas o derivado cumarinico C14 (7-Hydroxy-4-methyl-
2H-chromen-2-one) foi capaz de reduzir a CIM do ciprofloxacino, confirmando uma possivel
inibicdo da bomba de efluxo MepA por esse composto. As cumarinas C9, C10, C11 e C13

mostraram um efeito sinérgico com brometo de etidio, no entanto, induziram um efeito
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antagonico a acdo antibacteriana da fluoroquinolona ciprofloxacino, demonstrado pelo aumento

da concentragdo inibitoéria minima do antibiético (Figura 12-B).
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Figura 12. Capacidade dos compostos C9, C10, C11, C13 e C14 de inibir a bomba de efluxo MepA em
combinacdo com brometo de etidio (EtBr) (A) e ciprofloxacino (B) e contra a cepa de S. aureus K2068.

Entre as substancias que sdo substratos universais para bombas de efluxo bacteriana, o
brometo de etidio ¢ um dos mais utilizados e a redugdo da sua concentragdo inibitéria minima
¢ indicativo de uma possivel inibi¢do da bomba de efluxo presente na bactéria. Estudos mostram
que essa inibi¢cdo pode ser avaliada pela ocorréncia de uma reducdo de duas ou mais vezes na
CIM do brometo de etidio, em comparacdo com o controle (ABD EL-BAKY et al., 2019;

PIDDOCK, 2006b). Os resultados do teste com as substancias em associagdo com o brometo
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de etidio demonstram inibicdo da bomba MepA, pois apresentaram redugdo significativa da
CIM do brometo de etidio contra a S. aureus K2068. Um destaque para as cumarinas C10 e
C13, que mostraram uma reduc¢do de 2x e 2,5x, respectivamente, na CIM do corante frente a
cepa estudada. Um destaque para as cumarinas C10, C11, C13 e Cl14, que apresentaram
atividade moduladora superior ao inibidor padrao (clorpromazina) no teste com brometo de
etidio.

Nao ha estudos na literatura que relatem compostos cumarinicos interagindo com bomba
de efluxo MepA, no entanto, alguns estudos abordando compostos ndo cumarinicos tem
demonstrado capacidade inibidora da bomba de efluxo MepA, podendo reduzir a resisténcia
bacteriana ao antibidtico ou ndo. Compostos como o limoneno (FREITAS et al., 2022) a
chalcona (2E)-1-(4'-aminofenil)-3-(fenil)-prop-2-en-1-ona (SIQUEIRA et al., 2021) e a 1,8-
naftiridinas sulfonamidas (OLIVEIRA-TINTINO et al., 2021b) apresentam atividade inibitoria
da bomba MepA contra a cepa S. aureus K2068 ¢ demonstram efeitos sinérgicos tanto com
brometo de etidio quanto com a ciprofloxacina, potencializando seu efeito. Talvez, devido a
diferenga estrutural desses compostos com as cumarinas testadas nesse estudo, o antagonismo
apresentado pelos derivados C9, C10, C11 e C13 quando associado ao antibacteriano tenha sido
observado.

Resultados mostrados por Da Costa (2021) indicam que o estragol foi capaz de modular
sinergicamente a acao do brometo de etidio contra S. aureus K2068 portando uma bomba de
efluxo MepA, no entanto, ndo foi capaz de reduzir a CIM da ciprofloxacina, resultado diferente
do que foi encontrado nesse estudo, pois com excecdo da C14, todas as cumarinas testadas
promoveram o aumento da CIM da ciprofloxacina, reduzindo seu potencial antibacteriano
contra essa cepa (DA COSTA et al., 2021).

O carvacrol foi analisado e se mostrou eficaz na reversdo do mecanismo de bomba de
efluxo presente em S. aureus IS-58, reduzindo a CIM do brometo de etidio, no entanto,
verificou-se um antagonismo (aumento da CIM) quando associado ao antibidtico testado
(SOUSA SILVEIRA et al., 2020). Esse comportamento foi semelhante ao observado neste
estudo, embora a cepa utilizada seja diferente. No entanto, evidencia-se, que diversos
compostos, inclusive os derivados cumarinicos, possuem interagdes diferentes (sinérgicas ou
antagdnicas) com relagdo a resisténcia bacteriana por bomba de efluxo.

Alguns mecanismos que ndo envolvem a interacdo com a bomba de efluxo podem

explicar o fendmeno de antagonismo farmacologico, sdo eles: a redu¢do da permeabilidade da
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membrana ao antibidtico; a quelagdo do Fe?*, importante para bomba de efluxo (TINTINO et
al., 2016), ou quelacao de grupos funcionais importantes do antibioticos, o que prejudica seu
efeito; alteragdes estruturais da membrana resultando em um declinio das vias de sinaliza¢ao
envolvidas na expressdo da bomba (TINTINO et al., 2020b) ou até mesmo, a interferéncia na
ligacdo com proteinas transportadoras dos antibidticos na célula bacteriana. No entanto, mais
estudos sdo necessarios para verificar essas hipdteses e comprovar por quais mecanismos 0s
compostos C9, C10, C11 e C13 se apresentaram de forma antagdnica ao afeito antibacteriano

da ciprofloxacina.

5.2.4 Avaliacio da inibicao de bomba de efluxo NorA por reducio do CIM do
EtBr

Na avaliagdo da capacidade antibacteriana intrinseca desses compostos, semelhante ao
observado no teste com a bomba MepA, nenhuma cumarina apresentou atividade clinicamente
relevante contra a cepa bacteriana portadora da bomba de efluxo NorA (S. aureus 1199B). Para
todas as substancias, a concentracdo inibitdria minima foi igual ou superior a 1024pg/mL.

Com relacdo aos efeitos dos compostos cumarinicos na possivel capacidade de inibi¢ao
de bomba, os compostos C9, C10, C11 e C13 apresentaram resultado significativo (p<0.0001)
quanto a reducdo da CIM do antibidtico norfloxacino, aumentando assim sua atividade
antibacteriana. Os compostos C9, C10 e CI3 apresentaram atividade inibidora superior
(p<0.0001) a do controle positivo (clorpromazina) usado como padrao de inibi¢ao de bomba no
estudo. A cumarina C14 foi a Unica a ndo apresentar aumento do efeito antibacteriano do
norfloxacino (Figura 13-A), apesar de ter demostrado potencial para inibi¢do de bomba de
efluxo (Figura 13-B).

Quanto ao potencial inibitdrio da bomba de efluxo por redu¢ao da CIM do brometo de
etidio, apenas o composto C14 nao apresentou tal reducdo, todas as outras cumarinas C9, C10,
Cl11, e CI13 reduziram de forma significativa a CIM do brometo de etidio, o que indica uma
possivel inibi¢do da bomba NorA. Das cumarinas que provocaram essa reducdo, trés delas
(C10, C13 e C14) apresentaram atividade inibidora superior a da clorpormazina (p<0.0001),

controle positivo usado como padrao de inibi¢cdo de bomba no estudo (Figura 13-B).
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Figura 13. Capacidade dos compostos C9, C10, C11, C13 e C14 de inibir a bomba de efluxo NorA em
combinacdo com norfloxacina (A), brometo de etidio (B) e contra a cepa de S. aureus 1199B.

Os valores representam a média geométrica + S.E.M. (erro padrao da média). ANOV A two-way seguida
do teste post hoc de Bonferroni. ****p<0,0001 vs controle; #p<0,0001 vs clorpromazina; NOR =
Norfloxacina; C9 = 7-hidroxi-4-metil-8-(morfolin-4-ilmetil)-2H-cromen-2-ona; C10 = 7-(Aliloxi)-4-
metil-2H-cromen-2-ona; C11 = 7-(alfa-D-Galactopiranosiloxi)-4-metil-2H-1-benzopiran-2-ona; C13 =
8-Acetil-7-hidroxi-4-metilcumarina; C14 = 7-hidroxi-4-metil-2H-cromen-2-ona; EtBr = brometo de
etidio.

Mesmo nao sendo eficazes no controle de infec¢des por S. aureus portadores de bomba
de efluxo NorA quando utilizadas isoladas, essa caracteristica ndo prejudicaria o uso desses
compostos como adjuvantes, pois um dos requisitos para bons inibidores de bomba parece ser

a auséncia da atividade antibacteriana direta, essa caracteristica parece reduzir a probabilidade
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de desenvolvimento de resisténcia bacteriana futura (ASHIMA K. BHARDWALI;
PRIYABRATA MOHANTY, 2012).

Muitos estudos demostram o papel de diversas substancias ou mistura de substancias na
possivel inibicdo da bomba de efluxo NorA presente na cepa se S. aureus 1199B e/ou na
atividade moduladora de antibioticos que sdo substratos para essa proteina (ALVES BORGES
LEAL et al., 2021; COSTA et al., 2016b; DE ARAUIJO et al., 2021; DE SOUSA ANDRADE
etal., 2020; DOS SANTOS BARBOSA et al., 2021; LIMA JUNIOR et al., 2023; SILVA et al.,
2022), no entanto, estudos com essa tematica envolvendo derivados cumarinicos sdo escassos.

De acordo com os critérios bioenergéticos e estruturais de classificagdo dos
transportadores multidrogas a proteina NorA pertence a principal superfamilia facilitadora
(MFS) frequentemente encontrado em bactérias (BOLHUIS et al., 1997). Essa proteina, que
funciona como uma bomba de efluxo protege a célula bacteriana contra varios agentes como
brometo de etidio e varias classes de antibacterianos como as fluoroquinolonas (HSIEH et al.,
1998; KAATZ; SEO, 1995). Sendo assim, os farmacos que sdo substratos para essa bomba de
efluxo, ao serem administrados, serdo expulsos da célula bacteriana, o que compromete sua
eficacia terapéutica e controle da infeccdo. Como o brometo de etidio ¢ um substrato universal
para esse tipo de proteinas extrusora, ou seja, a resisténcia ao brometo ¢ exclusivamente
mediada por bombas de efluxo, ¢ possivel relacionar a reduc¢ao da sua CIM como pardmetro de
avaliagdo da inibi¢do da bomba efluxo presente na bactéria (ABD EL-BAKY et al., 2019;
MARTINS et al., 2011; PIDDOCK, 2006b).

Quanto ao potencial inibitdrio da bomba de efluxo por redu¢ao da CIM do brometo de
etidio, as cumarinas C9, C10, C11, e C13 reduziram de forma significativa a CIM do agente
intercalante, o que indica uma possivel inibi¢do da bomba de efluxo NorA. Dos derivados
cumarinicos que provocaram essa reducdo da CIM do brometo de etidio, trés compostos se
destacaram por apresentarem atividade inibidora da bomba superior & da clorpormazina,
utilizada como controle positivo no teste por apresentar uma reconhecida atividade inibitoria
de bomba (BARRETO et al., 2014; COUTO et al., 2008; KAATZ et al., 2003), foram e¢las, as
cumarinas C10, C13 e C14. A clorpromazina parece exercer essa atividade inibidora de bomba
de efluxo devido a provocar prejuizo no fluxo de K através da membrana do S. aureus;
promover alteracdes estruturais da parede e no processo de divisdo celular bacteriana e,
provocar uma interferéncia no fornecimento energético dependente de H' para a bomba de
efluxo bacteriana (KAATZ et al., 2003; KRISTIANSEN; MORTENSEN; NISSEN, 1982;
LIMA; RAMOS-ALVES; SOARES, 2019).
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As cumarinas C10 e C13 apresentaram poder inibidor da bomba de efluxo superior a
clorpromazina tanto no teste com brometo de etidio como no teste com norfloxacino, o que
pode indicar essas cumarinas como as maior poder na inibi¢do da bomba NorA.

Foi demostrado a atividade inibitoria da bomba de efluxo NorA de cumarinas extraidas
e isoladas do botdo da flor da Mesua férrea. Essas cumarinas foram avaliadas frente a mesma
cepa bacteriana utilizada neste estudo, a S. aureus 1199B, e demonstrou atividade inibitoria por
reducdo da CIM do brometo de etidio e da fluoroquinolona estudada, potencializando assim seu
efeito antibacteriano (ROY et al., 2013), corroborando com o observado com a maiorias das
cumarinas deste estudo.

Outro estudo demostrou a atividade potencializadora antibidtica de diversos derivados
cumarinicos com radicais substituidos frente a cepas de S. aureus 1199B portadora da bomba
de efluxo NorA, mostrando que diferentes caracteristicas desses substituintes podem contribuir
para uma atividade promissora e, consequentemente, atuarem reduzindo a resisténcia a
antibioticos como o norfloxacino, envolvendo possivelmente a inibicdo das bombas de efluxo
bacteriana. Sobre a atividade antimicrobiana e moduladora de derivados de cumarinas, pode-se
discutir alguns aspectos com sua relacao estrutura-atividade: nesta classe de compostos, grupos
doadores de elétrons como os substituintes alquilas parecem atuar aumentando a densidade
eletronica no anel benzopirona, o que aumenta a atividade potencializadora de compostos
cumarinicos (DE ARAUJO et al., 2016). Por outro lado, substituintes com caracteristicas
polares parecem diminuir tal atividade. A atividade antibacteriana de compostos cumarinicos
que continham uma hidroxila livre na posi¢do 8 contra cepas de S. aureus tiveram sua atividade
reduzida ao promover acetilagio do precursor (SHAKEEL-U-REHMAN et al., 2010). A
acetilacdo em cumarinas e a presenga de grupos nitro parecem exercer efeito negativo,
diminuindo a densidade de elétrons no anel benzopirona e contribuindo para reducdo da
atividade potencializadora.

Modelos de estudos de estrutura-atividade demonstram que a auséncia de hidroxilas
livres, carboxilas e outros grupos polares aumentam a atividade potencializadora de antibioticos
das cumarinas, ou seja, derivados cumarinicos com maior presenga de grupos polares se
apresentam menos ativos com relagdo ao efeito modulador (PEDRETTI; VILLA; VISTOLI,
2004). Deve-se ressaltar que além do tipo de substituinte, o nimero de grupos polares e apolares
e a posicdo desses grupos também afetam a relacdo estrutura-atividade das cumarinas em

diversas atividades (GONG; XI; LIU, 2015; MATOS et al., 2015).
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A partir dos resultados experimentais desse estudo, a cumarina C9 apresentou melhor
atividade potencializadora do norfloxacino. Estruturalmente, ela possui um substituinte alquil-
amino com distancia de 2 carbonos entre amina e oxigénio o que pode ser utilizado como
estratégia de modificacdo para aprimorar atividades biologicas (YU et al., 2019), além de
possuir um grupo doador de elétrons como o grupo metila. Os grupos doadores como (CH3- e
CH3-0-) sao responsaveis pela melhora do potencial antioxidante de derivados cumarinicos
1,2,3-triazol-1,4-dissubstituidos (DHARAVATH et al., 2020).

A cumarina C10, o composto com melhor atividade a reducdo da CIM do EtBr e o
segundo na potencializacdo da atividade antibacteriana do norfloxacino, apresenta uma
ramificacdo alquenila na substituicdo de uma hidroxila livre, o que representa uma vantagem
frente aos seus analogos, ja que aumenta sua superficie apolar, possivelmente reforcando sua
atividade potencializadora.

A presencga da carbonila cetdnica na posi¢cdo 8 na cumarina C13 reflete um momento de
dipolo substancialmente maior do que os correspondentes alquenos, o que confere maior
polaridade a molécula, possivelmente contribuindo para o menor efeito potencializador quando
comparado ao composto C10. Contudo, enquanto a carbonila cetdnica possui efeito retirador,
no entanto, a hidroxila possui efeito doador e parece prevalecer sobre o efeito retirador da
carbonila. O aumento da densidade eletronica do anel benzopirona e, consequentemente,
reforcar sua atividade de potencializagdo do efeito antibidtico.

O derivado cumarinico C11 apresenta, na sua estrutura, um oxigénio glicosidico na
posicao 7 do anel benzeno. Oxigénios glicosideos possuem relevancia biologica conhecida,
muitos antibidticos sdo glicosideos. Em alguns casos, os residuos glicosideos sao cruciais para
essa atividade, em outros, apenas melhoram suas caracteristicas farmacocinéticas e, o aumento
do volume da molécula conferido pela presenca desse grupo, pode contribuir para um notéavel
impedimento estérico numa possivel inibicdo de bomba. No entanto, pode-se melhorar a
atividade moduladora das cumarinas a partir da modificagdo dessa fracdo glicosidica com
grupos alquila, o que geraria andlogos com maior atividade (KREN; REZANKA, 2008; YU et
al., 2005).

5.2.5 Avaliacio da Inibicio da Bomba de efluxo NorA por Emissao de

Fluorescéncia de EtBr

Na tentativa de confirmar o efeito inibitorio das cumarinas sobre o efeito da bomba de

efluxo NorA, foi realizado o teste de inibi¢do por emissao de fluorescéncia, considerado padrao
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ouro nesse tipo de investigacdo. A medicao da intensidade da fluorescéncia ¢ um método valido
e confidvel na avalia¢do dos inibidores da bomba. Diversos estudos utilizam essa técnica, o que
demonstra que essa andlise ¢ um parametro essencial para esse tipo de avaliagdo. Dentro
da célula bacteriana, o EtBr pode intercalar e causar danos ao DNA enquanto emite uma
fluorescéncia dependente da concentragdo (BLAIR; PIDDOCK, 2016; OLMSTED; KEARNS,
1977).

Na avaliacdo da inibi¢ao da bomba de efluxo por emissdo de fluorescéncia do EtBr, de
acordo com os resultados, a associagdo com todas as cumarinas testadas (C9, C10, C11, C13 e
C14) nas concentracdes de S0pg/mL ou 100pg/mL induziram um aumento na intensidade de
fluorescéncia emitida pelo brometo de etidio em comparagdo a bactéria associada apenas ao
EtBr, como mostrado na Figura 14 (A e B). A fluorescéncia ¢ emitida pelo brometo de etidio
intercalado ao DNA bacteriano, portanto, quanto mais esse agente se acumula na célula, maior
serd a emissdo da fluorescéncia, indicando maior potencial de inibicdo da bomba de efluxo
NorA por parte das cumarinas testadas.

Embora todas as cumarinas testadas sejam indicativas de promoverem inibicdo de
bomba, nas concentra¢des de 50pg/ml ou 100pg/ml, as cumarinas C9 e C13 induziram maior
emissdo de fluorescencia que os compostos C11, C10 e C14, maior até que a emitida quando o
brometo de etidio foi associado ao um inibidor de bomba de efluxo padrdo (controle positivo)
como o Carbonyl Cyanide m-Chlorophenylhydrazine (CCCP) indicando essas duas cumarinas

como as de maior potencial de inibi¢do da bomba NorA em cepas de S. aureus 1199B.
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Figura 14. Avaliagdo da inibigao da bomba de efluxo NorA pelos compostos C9, C10, C11, C13 e C14.
Avaliado por emissdo de fluorescéncia. (A) Derivados de cumarina em 50 pg/ml (B) Derivados de
cumarina em 100 pg/mL.

** p<0,001 vs in6culo + EtBr; **** p<0,0001 vs indculo + EtBr; # p<0,05 vs CCCP; ### p<0,001 vs
CCCP; #### p<0,001 vs CCCP; C9 = 7-hidroxi-4-metil-8-(morfolin-4-ilmetil)-2H-cromen-2-ona; C10
= 7-(Aliloxi)-4-metil-2H-cromen-2-ona; Cl1 = 7-(alfa-D-Galactopiranosiloxi)-4-metil-2H-1-
benzopiran-2-ona; C13 = 8-Acetil-7-hidroxi-4-metilcumarina; C14 = 7-hidroxi-4-metil-2H-cromen-2-
ona; EtBr = brometo de etidio.

O aumento na fluorescéncia observada quando o EtBr foi associado a todas as cumarinas
(C9, C10, C11, C13 e C14) testadas indica um aumento da permanéncia e concentragdo desse
agente intercalante no citoplasma bacteriano. Esse resultado corrobora com os dados
experimentalmente obtidos in vitro, no qual todos os compostos testados foram capazes de
reduzir a CIM do EtBr. Como a bomba de efluxo é o unico mecanismo conhecido relatado para
a resisténcia ao EtBr (LIMAVERDE et al., 2017), as evidéncias da redu¢do do CIM e aumento
da fluorescéncia promovidos pelas cumarinas testadas sugerem que estas possuem propriedade
inibidora da bomba de efluxo NorA.

Destaca-se o composto C13 que foi capaz de induzir o aumento significativo da
fluorescéncia quando comparado ao inibidor padrao utilizado no teste, o CCCP. Esse resultado
também corrobora com os dados obtidos in vitro, no qual a cumarina C13 demostrou a
capacidade de reduzir de forma significativa a CIM do EtBr associado ao inibidor de bomba

padrao utilizado, a clorpormazina.
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Recentemente, a inibicdo da bomba de efluxo NorA presente em cepas de S.aureus
1199B e, consequentemente o aumento do efeito antibacteriano das fluoquinolonas tem sido
descrita através do aumento da fluorescéncia emitida pelo EtBr induzida pela associagdo com
compostos que, quando usados isolados, ndo demonstram antibacteriana intrinseca. Esse efeito
potencializador esta relacionado a capacidade desses compostos inibirem a bomba NorA e
aumentar a permanéncia e concentra¢do das fluoroquinolonas dentro da célula bacteriana,
aumentando assim, seu efeito farmacologico (FAILLACE et al., 2021; FELICETTI et al., 2018;
OLIVEIRA-TINTINO et al., 2021a; TINTINO et al., 2020b). Esses achados corroboram com
os apresentados no presente estudo.

Dessa forma, o uso de compostos que, embora nio sejam capazes que atuar de forma
bactericida ou bacteriostatica direta quando usados de forma isolada em bactérias resistentes,
ao serem associados a antibacterianos comumente utilizados, podem potencializar seu efeito ao

inibir o efluxo e se tornar uma alternativa interessante no controle de infec¢des resistentes.
5.3 ANALISE COMPUTACIONAL DA INIBICAO DA BOMBA DE EFLUXO NORA
5.3.1 Docking

Simulag¢des de docking molecular foram realizadas com a proteina NorA e cinco
derivados cumarinicos usando a mesma configura¢do de pardmetros para a grade a fim de
manté-la consistente entre os derivados que apresentaram melhores resultados experimentais.
O objetivo do docking foi avaliar os sitios de ligacdo de cada cumarina e comparar a energia

média de ligacdo relativa entre os derivados. Os dados resumidos estdo na Tabela 6.

Tabela 6. Regides, taxa de ocupagdo dos clusters e energias médias de ligagdo das cumarinas com a
bomba de efluxo NorA

Energia de
Composto Cluster Ocupacio (%) Regido ligacao

(Kcal/mol)

C9 1,2 56 Inferior -6,48

C10 1,2e3 98 Superior -5,99

Cl11 1 54 Central -6,20

C13 le3 99 Superior -6,05

Cl4 1 100 Superior -5,78

Clorpromazina 1,3ell 54 Inferior, inferior -6,29

e Central

*A energia média escolhida foi a do cluster mais populoso
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Inicialmente, as afinidades de ligacdo de trés moléculas de cumarina (C9, C10 e C13)
apresentaram os melhores resultados em diversos testes experimentais em compara¢ao com a
proteina NorA e com o inibidor padrdo da bomba, clorpromazina. Para C9, foram observados
dois clusters distintos (Clusters 1 e 2), localizados em uma regido diferente da observada pela
menadiona descrita em estudo anterior (aqui denominado como o sitio de ligagdo superior)
(BHASKAR et al., 2016b; COSTA et al., 2016b; TINTINO et al., 2020b). O Cluster 1, com
uma energia de ligacdo de -7,17 kcal/mol e 10 conformagdes, mostrou interagcdes com residuos-
chave da proteina NorA, incluindo PHE306, ARG310, PHE140, ASN137 e GLU222.
Notavelmente, interagdes potenciais de ligacdo de hidrogénio foram observadas entre C9 e

esses residuos, indicando interagdes eletrostaticas favoraveis.

O Cluster 2 (Figura 15-A), composto por 46 conformacdes com uma energia média de
ligacdo de -6,48 kcal/mol, exibiu intera¢des similares ao Cluster 1. O Cluster 4, posicionado na
mesma regido dos Clusters 1 e 2, apresentou uma energia de ligagdo de -5,74 kcal/mol com
uma conformagdo. Os Clusters 3, 5 e 6 foram encontrados no sitio de ligagdo superior, sendo
que o Cluster 3 foi o mais populoso (38 conformagdes) e exibiu uma energia média de ligacao
de -6,08 kcal/mol. Esses achados sugerem que C9 pode adotar multiplos modos de ligacao

dentro do sitio ativo, potencialmente influenciando sua afinidade de ligacao.

Figura 15. Cluster mais populoso para a cumarina (A) C9 e (B) C10 na bomba de efluxo NorA.

As estruturas proteicas sdo mostradas em azul transparente, enquanto as moléculas de cumarina sdo
representadas em formato de tubo, com atomos de carbono em verde, atomos de oxigénio em vermelho
¢ atomos de nitrogénio em azul.
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De forma semelhante, para C10, trés clusters (Figura 15-B) foram identificados no
sitio de ligagdo superior. O Cluster 2, o mais populoso com 52 conformacgdes, apresentou
interacdes com residuos-chave como MET109, GLN51, PHE16, SER337, ILE15, ILE19 ¢
ALA10S5, presentes na proteina NorA (Figura 16). Notavelmente, interagdes potenciais de
ligacdo de hidrogénio foram observadas entre C10 e esses residuos. O Cluster 1, com 22
conformagdes e uma energia média de ligacdo de -6,05 kcal/mol, e o Cluster 3, com 24
conformagdes e uma energia média de ligacao de -5,93 kcal/mol, também ocuparam o sitio de
ligacao superior. O Cluster 4, posicionado na regido alternativa de ligacdo observada para C9,
exibiu uma energia de ligagdo de -5,76 kcal/mol. Esses achados sugerem que C10 pode adotar
multiplas conformacdes de ligacdo dentro do sitio de ligagdo superior e potencialmente
estabilizar sua interacdo com a proteina NorA. No caso de C13, a maioria das conformagdes
(93 de 94) agrupou-se no sitio de ligagao superior (Cluster 1), indicando uma forte preferéncia
por essa regido. O Cluster 1 exibiu uma energia média de ligacdo de -6,05 kcal/mol, sugerindo
interagdes favoraveis com a proteina NorA. Residuos-chave envolvidos nas interagdes com C13
no Cluster 1 incluiram MET109, GLNS51, PHE16 (interagdo de ligacao de hidrogénio), ILE12,
ILE19,ILE13 e SER337. Além disso, dois clusters menores (Clusters 2 e 3) foram observados,

mas eles foram menos populados e localizados na regido onde C9 foi encontrado.

e

Figura 16. Visao ampliada do cluster mais populoso de C10 em NorA.

Os residuos vizinhos sao representados em bastdes. NorA esta representado em azul transparente. C10
¢ representado em formato de tubo: atomos de C em verde, atomos de O em vermelho e atomos de N
em azul.
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Além desses trés, as outras duas moléculas de cumarina promissoras, C11 e C14, foram
avaliadas quanto as suas afinidades de ligagdo com a proteina NorA. C11, que possui sete
torgdes ativas, apresentou um comportamento de ligacdo mais complexo. O Cluster 1, o cluster
mais populoso com uma energia média de ligacao de -6,20 kcal/mol e 54 conformagdes, ocupou
uma posicao entre o sitio de ligacdo superior e uma regido alternativa (Figura 17-A). Ele
apresentou interagdes com residuos-chave, incluindo ASN340 (envolvido em multiplas
interagdes de ligagdo de hidrogénio), SER337 (ligacdo de hidrogénio), ILE15 ¢ PHE16. No
entanto, devido ao seu tamanho maior ¢ ao nuimero consideravel de graus de liberdade
torcionais, C11 apresentou notavel impedimento estérico. A glicosilagao da estrutura C11 frente
aos seus analogos, atua modificando suas caracteristicas. A maior presenca de hidroxilas
aumenta sua solubilidade em 4gua, sendo a mais hidrofilica da série, apresentando muitos
pontos de interagdo de ligagdes de hidrogénio, essenciais para interagdo com os sitios receptores
e sua ac¢do bioldgica (ABELIAN et al., 2021). No entanto, esse mesmo composto possui frente
aos seus analogos uma elevada massa molar e uma elevada area de superficie superior e, ja foi
observado na literatura, uma correlagdo negativa de TPSA com dados de atividade para
alcaloides anticancer, agonistas MT1 e MT2, MAO-B e inibidores do fator de necrose tumoral-
o (PRASANNA; DOERKSEN, 2009). A glicosilagdo nessa série de derivados cumarinicos
demonstra afetar negativamente sua atividade bioldgica, o que j& foi relatado com outros
produtos naturais na literatura (KIM et al., 2015).

Os Clusters 2 a 5 demonstraram semelhancas em seus modos de ligagdo, estando
posicionados dentro da regido central da molécula (Figura 17-B). O Cluster 4, em particular,
mostrou interagdes com GLU222 (envolvido em interagdes de ligagdo de hidrogénio), LEU218
e ASN340, sugerindo um potencial efeito estabilizador na afinidade de ligacdo. O Cluster 5
exibiu interagdes com PHE140, PHE303 (possivelmente envolvidos em interacdes pi-pi),
ASP307 (interacdo de ligacdo de hidrogénio), bem como ASN137. O impedimento estérico e
as possiveis interagdes de ligagdo de hidrogénio de C11 contribuem para sua versatilidade de
ligacao e podem influenciar sua afinidade de ligacdo geral, por ser um composto volumoso, sao
estabelecidas muitas interagdes com a proteina, no entanto, percebe-se uma dificuldade dessa
molécula alcancar os sitios de ligagdo mais importantes. Em contraste, C14, que possui apenas
uma tor¢ao ativa, exibiu um comportamento de ligacdo mais simples. O Cluster 1 englobou
todas as conformacdes e ocupou predominantemente o sitio de ligacdo superior. Ele apresentou
uma energia média de ligacdo de -5,78 kcal/mol e interagiu com GLN51, MET109, SER337,
ILE15 (envolvido em interacdo de ligagdo de hidrogénio) e PHE47. Notavelmente, C14 parecia
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estar relativamente distante do sitio ativo em comparagdo com os outros derivados de cumarina,
e suas interacdes dependiam principalmente de forcas de van der Waals em vez de interagdes
fortes de ligacdo de hidrogénio. Esses achados sugerem que C14 pode ter uma afinidade de

ligagdo mais fraca em comparagdo com as outras cumarinas.

A

Figura 17. (A) Cluster mais populoso para a cumarina C11. (B) Outro modo de ligacdo para a C11 na
regido central da proteina Nora.

NorA esta representada em azul claro transparente. C11 € representada em formato de tubo: atomos de
C em verde, atomos de O em vermelho e atomos de N em azul.

De forma geral, os multiplos modos de ligagao observados para C9 e a forte preferéncia
de C10 e C13 pelo sitio de ligacdo da parte superior da proteina sugerem que variagdes
estruturais potenciais por diferentes substituintes que podem influenciar a afinidade de ligacao
e, consequentemente no efeito. Esse sitio de ligacdo ja foi identificado em estudos anteriores
com diferentes inibidores (BHASKAR et al., 2016a; COSTA et al., 2016a; SINGH et al., 2017,
TINTINO et al., 2020a). A presenga de interagdes de ligacdo de hidrogénio entre as cumarinas
e residuos de aminodcidos especificos, também sugere a importincia das interagdes
eletrostaticas no processo de ligagcdo. C14 apresenta um comportamento de ligacdo mais direto,
na qual todas as moléculas migraram para um mesmo espago, 100% das moléculas em apenas
um cluster, no entanto, no que diz respeito as interagdes, estas foram mais fracas e com niimero
limitado de torgdes ativas, o que promove um maior distanciamento em relacdo ao sitio da parte
superior, essa caracteristica parece se refletir nos experimentos in vitro, na qual a C14 parece

inibir a bomba reduzindo a CIM do EtBr e aumentando a RFU na fluorimetria, mas ndo
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potencializa e efeito antibacteriano do norfloxacino. Em contraste, o tamanho maior de C11 e
seu maior numero de tor¢des ativas contribuem para sua diversidade conformacional. Esses
multiplos modos de ligagdo em outras regides da proteina juntamente com o impedimento
estérico, contribuem para menor especificidade dessa molécula com a bomba NorA.
Considerando as simulagdes de docking, apoia-se a hipotese de que C9, C10 e C13
possuem o potencial de apresentar efeitos inibitdrios mais fortes na bomba NorA em
compara¢do com a clorpromazina. As energias de ligacdo favoraveis e as interagdes observadas
nos resultados de docking (in silico), juntamente com as observagdes experimentais (in vitro),
ambas sugerem que essas cumarinas parecem ter maior afinidade pela proteina alvo e exibir
propriedades inibitorias aprimoradas, quando comparadas a C11 e C14. A afinidade por essa
area da proteina pode ser explicada pelo carater mais hidrofoébico dessas trés cumarinas,
combinada com a caracteristica também hidrofobica da regido superior de contato com a
bomba, que apresenta residuos de aminodcidos alifaticos como a isoleucina e alanina e
aromaticos como a fenilalanina. O estudo de Tintino et al (2020), demostrou que a vitamina K3
(menadiona), uma molécula também com caracteristicas hidrofobicas, ¢ capaz de interagir e
inibir a mesma regido superior da bomba de efluxo NorA que as cumarinas desse estudo

demostraram (TINTINO et al., 2020b).

5.3.2 Dinamica Molecular: Derivados de cumarina e membrana de

Fosfatidilglicerol (POPG)

Outra possibilidade de mecanismo das cumarinas possuirem efeito potencializador da
fluoroquinolona norfloxacino, seria uma possivel interacdo e desorganizacdo na membrana
bacteriana, o que levaria a uma maior permeabilidade do antibidtico na célula. Essa
possibilidade, instigou a investigagdo computacional da a¢do das cumarinas sobre a dindmica
molecular da membrana bacteriana.

Para investigar o potencial de permeagdo e os efeitos potenciais dos compostos
cumarinicos na membrana bacteriana, foram realizadas simulagdes de Dinamica Molecular
(DM). Cinco unidades de cada composto de cumarina (C9, C10, C11, C13 ou C14) foram
simuladas individualmente em uma bicamada de POPG por uma duragdo de 500 ns. A escolha
do POPG como modelo lipidico foi baseada em sua representacdo da bicamada bacteriana.
Essas simulagdes de DM visaram explorar o comportamento das cumarinas dentro da bicamada

lipidica, bem como sua capacidade de permear a membrana e provocar quaisquer efeitos
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combinados potenciais com a bomba de efluxo NorA. Ao examinar as trajetdrias resultantes e
analisar as interagcdes das cumarinas, essas simulagdes fornecem insights valiosos sobre sua
dindmica, potencial desestabilizacdo da estrutura da bicamada e influéncia geral nas
propriedades da membrana.

As analises das simula¢des de DM incluiram o célculo da area por grupo cabega do
lipidio (Figura 18) e da espessura da membrana (Figura 19) para cada caixa de simulac¢ao das
cumarinas. Esses pardmetros sdo importantes para avaliar as caracteristicas de integridade da
membrana e, ao serem alterados, pode-se fazer uma relagdo com a mudanga da permeabilidade
da membrana.

As flutuagdes observadas nesses parametros estavam dentro dos valores de referéncia
(DAHORA etal., 2016; KUCERKA etal., 2012; SHAHANE et al., 2019), demostrando assim,

que as cumarinas nao afetaram esses parametros de forma importante.
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Figura 18. Area por grupo cabega do lipidio POPG nas simulagdes com diferentes cumarinas. Valores
médios: (A) 67,89; (B) 67,83; (C) 67,25; (D) 67,34 ¢ (E) 66,84 A2.
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Figura 19. Espessura do lipidio POPG nas simulagdes com diferentes cumarinas.
Valores médios: (A) 37,37; (B) 37,39; (C) 37,44; (D) 37,43 e (E) 37,72 A.

Esses resultados indicam que a presencga das cumarinas na bicamada de POPG nao
afetou significativamente as propriedades gerais da membrana, como evidenciado pelos valores
médios semelhantes descritos para a uma membrana integra, que sdo de 66.0 + 1.3A2 para a
area por cabega de lipidio e 36.7 = 0.7A para espessura da camada da membrana (KUCERKA
et al., 2012). Isso sugere que as cumarinas foram capazes de se incorporar na bicamada lipidica
sem causar perturbagdes ou desestruturagdes significativas na membrana. As cumarinas
apresentaram flutuagdes e movimento dentro da bicamada lipidica, explorando diferentes
regides da membrana durante o tempo de simulacdo. As cumarinas possuem capacidade de
explorar a bicamada lipidica, possivelmente provocando alteragdes muito localizadas, sem

promover comprometimento geral da membrana.
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Para investigar a capacidade das cumarinas de difundir e permear a membrana, as
posicdes (coordenada Z - ZCOM) do centro de massa de cada cumarina foram rastreadas para
avaliar sua interacdo com a membrana de POPG (Figura 20).
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Figura 20. Posigdo Z do centro de massa de cada molécula (cores diferentes) de cada cumarina (C9,
C10, C11, C13 e C14) na simulagdo da bicamada de POPG.
O centro da bicamada esta em torno de 3,6 nm.

A andlise das posicdoes ZCOM revelou comportamentos distintos entre as cumarinas.
C9, mostrada na Figura 20-A, demonstrou uma ligacdo estdvel com camada superior da
membrana de POPG, com penetragdo limitada no nicleo hidrofébico. Esse comportamento
sugere que C9 interage predominantemente com os grupos funcionais presentes na cabeca dos
lipidios (porcao polar) em vez de se intercalar na membrana. A estrutura de C9, com seus grupos
funcionais polares, permite interacdes favoraveis com as cabega dos 4acidos graxos da
membrana, ancorando-a a sua superficie. C10, como indicado na Figura 20-B, apresentou a
capacidade de permear a membrana, indicando seu potencial para atravessar a bicamada
lipidica. Essa observacao reflete das caracteristicas fisico-quimicas que a cumarina C10 possui,
facilitando as interagcdes com as moléculas lipidicas, permitindo assim, sua penetracdo na
membrana. A estrutura de C10 possui um anel aromatico ndo polar e cadeia lateral hidrofobica,

o que provavelmente facilita as interagdes com a regido hidrofébica da membrana de POPG,
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permitindo que ela se incorpore na bicamada lipidica e a atravesse. Em contraste, C11, a
cumarina glicosilada, permaneceu principalmente na fase aquosa ao longo da simulagdo, como
ilustrado na Figura 20-C. A presenca do grupo glicosilado dificulta suas interagdes com a
bicamada lipidica, pois a presenga desse grupo torna a cumarina C11 mais hidrofilica, limitando
sua capacidade de incorporacdo na membrana. A natureza polar do grupo glicosidio interrompe
as interagdes favoraveis com a regido hidrofébica da membrana de POPG, resultando na
preferéncia de C11 pelo ambiente aquoso. C13, representada na Figura 20-D, apresentou uma
forte atracdo pela membrana, com penetracido parcial na bicamada lipidica. Esse
comportamento sugere que C13 possui interagdes favordveis com as moléculas lipidicas,
permitindo sua incorporacao parcial no nicleo hidrofobico. A estrutura de C13, com regides
polar (hidroxila e carbonila) e hidrofébica (anel benzopirona), facilita as interagdes com a
cabeca dos lipidios e com a regido éster (hidrofilica) da bicamada de POPG. Por fim, C14
(Figura 20-E) apresentou uma tendéncia semelhante a de C10, com uma notavel atra¢ao pela
membrana. Embora C14 nao tenha penetrado completamente na membrana, sua proximidade e
interagdo favoravel com as moléculas lipidicas sugerem uma forte afinidade pela bicamada
lipidica. A permeacao limitada de C14 e outras cumarinas pode ser atribuida a necessidade de
superar uma barreira energética entropica, que exigiria métodos de amostragem aprimorados
para facilitar e verificar sua penetracdo completa (DA HORA; NGUYEN; SWANSON, 2022;
FIKRET AYDIN et al., 2021). A estrutura de C14, caracterizada por sua hidroxila livre e seu
anel aromatico hidrofébico, provavelmente contribui para suas interagcdes com a regiao €ster e
as regioes hidrofobicas compostas por hidrocarbonetos da membrana. Sua area média por
cabeca de lipidio relativamente menor (66,84 A%) em compara¢io com os outros sistemas de
cumarina-bicamada pode ser um indicativo de seu potencial para causar um impacto negativo
na estrutura da membrana, no entanto, enfrenta uma maior barreira energética para um possivel
atravessamento.

Adicionalmente, o parametro de ordem de deutério (Scp) foi calculado para examinar
o possivel efeito de desordenamento, provocado pelos compostos cumarinicos, na dindmica das
cadeias (oleil e palmitoil) dos acidos graxos que compde membrana de POPG (Figura 21). A
ideia foi utilizar o Scp para fornecer dados sobre a ordenagdo e o empacotamento das moléculas
lipidicas e oferecer uma compreensao adicional da influéncia das cumarinas nas propriedades
da membrana.

Esse parametro mede o angulo do hidrogénio do carbono em relagcdo a normal do

carbono anterior da cauda. A mudanga de angulo, demostra perturbagdo na estrutura e,
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consequente, desordenamento. Quanto maior for o desordenamento das moléculas que compde

a membrana, maior sera a interferéncia promovida pelas cumarinas.

A Oleyl chain - C09 Palmitoyl chain - CO9 B Oley! chain - C10 Palmitoyl chain - C10
025

- otosons --- 0to50ns otosons otosons
— 450t0 500 ns. — 450t0500ms. 45010500 ns. 4501050005

c Oleyl chain - C11 Paimitoyl chain - C11 Paimitoyl chain - C13

-- 0tos0ns
— 4501050005

Oleyl chain - C14
E

-=- 0to50ns

Figura 21. Pardmetro de ordem de deutério (Scp) para as cadeias oleil e palmitoil do POPG no inicio
(linha tracejada, 0 a 50 ns) e no final (linha sélida, 450 a 500 ns) da simulagdo para cada cumarina.

Para C9 (Figura 21-A), a andlise do pardmetro de ordem de deutério revelou mudangas
minimas na cadeia oleil (insaturada) ao longo da simulac¢do. No entanto, houve uma diminui¢ao
significativa na ordem em dire¢do aos carbonos finais (12 a 17) da cadeia oleil. Na cadeia
palmitoil (saturada), observou-se uma resposta mista, com aumento na ordem para os carbonos
6 a 10 e diminui¢do na ordem para os carbonos 2 a 5 e 11 a 14. Essas observagdes sugerem que
C9 tem um impacto limitado na dindmica geral das cadeias lipidicas, mas pode induzir
perturbagdes localizadas especificas na membrana. No caso de C10 (Figura 21-B), a anélise do
parametro de ordem de deutério mostrou mudangas minimas na cadeia oleil, indicando um
efeito limitado na dindmica das cadeias lipidicas. Da mesma forma, a cadeia palmitoill
apresentou ligeiras diminuig¢des na ordem para os carbonos 2 a 5 e 11 a 14, juntamente com um
ligeiro aumento para os carbonos 7 a 10. Esses resultados reforcam ainda mais a nogdo de que
C10 tem uma influéncia relativamente pequena na dinamica das cadeias lipidicas e na estrutura
geral da membrana e possivelmente, seu efeito se dé especificamente por sua afinidade pela
bomba. Em contraste, C11 (Figura 21-C), a cumarina glicosilada, demonstrou aumento na

ordem da cadeia oleil em dire¢@o ao final da simulagado, sugerindo maior grau de ordenamento
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das cadeias lipidicas. Essa observacdo pode ser atribuida a atracdo preferencial de C11 pelo
ambiente aquoso, limitando suas interagdes com a bicamada lipidica. Na cadeia palmitoil,
observou-se um aumento geral na ordem, exceto por uma diminui¢do na ordem entre os
carbonos 5 a 9, o que demostra um baixo impacto negativo no ordenamento da membrana. Em
relacdo a C13 (Figura 21-D), foi observado um leve aumento na ordem para a cadeia oleil, com
um aumento mais substancial nos carbonos 8 a 15 da cadeia palmitoil. No entanto, foi observada
uma diminui¢do significativa na ordem para os carbonos 2 a 5 da cadeia palmitoil, sendo
possivelmente a regido proxima de interagdo entre essa cumarina e o acido graxo. Por fim, para
C14 (Figura 21-E), foi observado um aumento significativo na ordem no inicio da cadeia oleil
(carbonos 2 a 6), indicando um empacotamento lipidico mais ordenado nessa regido. Na cadeia
palmitoil, observou-se uma diminui¢do notavel na ordem entre todos os atomos, a partir do
carbono 4. Essas observagoes sugerem que C14 induz perturbagdes localizadas na dindmica das
cadeias lipidicas, possivelmente devido a interagdes especificas com a membrana.

Embora a dindmica geral das cadeias lipidicas seja minimamente afetada, cumarinas
especificas, como C9 e C14, apresentam perturbagdes localizadas na ordenagdo das cadeias
lipidicas, sugerindo perturbagdes potencialmente limitadas na estrutura da membrana. E mais
provavel que o efeito potencializador da atividade antibacteriana do norfloxacino observada in
vitro na associagdo com a maioria das cumarinas, seja devido a sua atragdo pela membrana e
posterior migracdo para a bomba de efluxo NorA. Essas descobertas reforcam ainda mais a
ideia de que C10, com sua capacidade de permeagdo (ZCOM), e C13, com suas interagdes
(ZCOM) com a bicamada lipidica, favore¢am a chegada até a proteina. Dessa forma podem

apresentar efeitos combinados com a bomba NorA na inibi¢ao de sua atividade.
5.3.3 Dinamica Molecular: complexo NorA-POPG e C10 e NorA-POPG e C13

Nesta parte do estudo, direcionamos nossa investigacdo para 0S compostos
cumarinicos C10, devido aos resultados promissores obtidos nos estudos de docking e a sua
capacidade de permear a membrana na auséncia de qualquer potencial de viés e C13, devido as
suas fortes interagdes com a bomba. Para obter uma compreensdo mais aprofundada sobre a
migracdo e os potenciais efeitos inibidores da proteina do composto C10 e C13, foram
realizadas simulagdes de dindmica molecular (DM) do complexo NorA-POPG com a

incorporacdo de cinco unidades de C10 ou C13.
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Ao incorporar a bomba NorA em uma bicamada de POPG e introduzir cinco unidades
de C10 (Figura 22-A), nosso objetivo foi elucidar o comportamento dindmico do complexo e

compreender a interacdo entre C10, a membrana e a bomba de efluxo NorA.

A

Figura 22. (A) Quadro inicial e (B) quadro final de uma simulag@o da bicamada lipidica POPG com a
bomba NorA e moléculas de cumarina C10.

As cadeias hidrofobicas sdo representadas como bastdes cinzas, enquanto os oxigénios da parte
hidrofilica sdo representados por esferas vermelhas. A proteina transmembranar NorA ¢ representada
em azul-claro e as cumarinas em tubos verdes (carbono), brancos (hidrogénio) e vermelhos (oxigénio).

No quadro inicial e no quadro final (Figura 22-A e B, respectivamente) da simulac¢ao
NorA-POPG e C10, observamos a rapida (ZCOM) atragdo das moléculas de cumarina em
direcdo a bicamada lipidica, o que estd de acordo com as simulagdes anteriores de C10 e a
membrana isolada. Ao atingir a membrana, as cumarinas C10 imediatamente interagem com a
proteina NorA, permanecendo em contato proximo ao longo de toda a trajetéria. Notavelmente,
quatro das cinco moléculas de cumarina (Figura 23-A) conseguem encontrar seu caminho em
direcdo a parte interna da proteina, indicando seu potencial para acessar o sitio de ligacao e

interferir potencialmente na fungdo da bomba.
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Figura 23. (A) Visdo frontal e (B) Visao inferior da imagem final da simulagdo de C10 com a NorA
incorporada na bicamada lipidica POPG. A NorA ¢ representada em azul sélido. As moléculas de C10
estdo em tubos verdes (carbono), brancos (hidrogénio) e vermelhos (oxigénio).

Além disso, a Figura 23-B apresenta uma visdo detalhada do complexo da proteina
NorA com quatro das cinco moléculas de cumarina C10 localizadas dentro do sitio de ligacao.
Essa observagdo corrobora a ideia de que esse composto t€ém o potencial de inibir a fungdo da
bomba de efluxo NorA, bloqueando o caminho que seria usado para extrusdo do antibidtico e,
dessa forma, reestabelecendo o efeito do norfloxacino, corroborando com o que foi observado
nos experimentos in vitro. Interessantemente, a C10 apresenta interagdes entre si em uma regiao
que lembra o cluster mais populoso observado na analise de acoplamento de C9 (Cluster 2).
Isso sugere que essa cumarina pode adotar uma conformacao que efetivamente impede o canal
da bomba, refor¢ando ainda mais o seu papel inibitorio, embora as moléculas do cluster mais
populoso de C10 na analise de acoplamento ndo tenham sido observadas nessa regido. E
plausivel que o tempo de simulacdo (250 ns) ndo tenha sido suficiente para a sua migragao.
Simulagdes mais longas ou a utilizagdo de multiplas copias de C10 (sistema supersaturado)
poderiam facilitar a exploragdo dessa regido critica.

Uma andlise de contatos também foi realizada para investigar a estabilidade da
interagdo entre as cumarinas C10 e a bomba de efluxo NorA (Figura 24-A). Os contatos foram
definidos com base em um critério de proximidade, considerando que uma molécula estd em
contato com a proteina quando se aproxima a uma distancia de 4,5 A de qualquer residuo. Essa
analise indica a dindmica e a durabilidade das interagdes cumarina-proteina, destacando a

natureza robusta e persistente dessas interacdes ao longo da simulagdo. O alto niumero de
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contatos observados, que rapidamente atingiu um platd e se manteve relativamente estavel
(acoplamento e desacoplamento) indica uma associagdo forte e continua entre as cumarinas
C10 e a proteina NorA.

Entre as interagcdes cumarina-cumarina, conseguimos detectar que trés das cumarinas
exibem interacdes coulombicas (interagdo de carga entre as cumarinas), especialmente por meio
de interagdes O-H, enfatizando o papel das liga¢des de hidrogénio em sua intera¢dao. De forma
bastante intrigante, o cluster revela a presenga de interagdes pi-pi entre as cumarinas C10
(Figura 24-B). Essas interagdes pi-pi sugerem que o arranjo estrutural especifico das cumarinas,
como o0s anéis aromadticos, desempenham um papel crucial na facilitagdo das interagdes
intermoleculares. A formagdo dessas interagdes intermoleculares entre as cumarinas C10 nao
apenas demonstra sua capacidade de interagir com a proteina NorA, mas também destaca a
importancia potencial de suas caracteristicas estruturais na modulacdo de seus efeitos inibitorios

sobre a bomba.
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Figura 24. (A) Numero de contatos das cumarinas C10 com a bomba de efluxo NorA. (B) Instantaneo
de trés cumarinas C10 mostrando diferentes mecanismos de interagao.
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Além das observagoes relacionadas a membrana, as simulag¢des de dindmica molecular
do complexo NorA-POPG com C10 revelaram uma rapida atragdo das cumarinas em direcao a
membrana, seguida por suas interagdes imediatas com a proteina NorA. As cumarinas C10
permaneceram em contato proximo com a proteina ao longo da trajetoria, bloqueando

efetivamente o canal da bomba. A estabilidade e frequéncia das interacdes entre as cumarinas
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C10 e a proteina foram corroboradas pela andlise de contatos, que demonstrou um alto nimero
de contatos persistentes entre as moléculas de C10 e os residuos proteicos. Esses achados
sugerem que a cumarina C10 tém o potencial de inibir a bomba NorA por meio de sua forte e
continua associagdo com a proteina. Além disso, esta caracteristica permite que as cumarinas
interaja com outras cumarinas por meio de ligacdes de hidrogénio e intera¢des n-m de seus anéis
aromaticos dentro da bomba de efluxo, o que contribui para sua ligagdo estavel. Portanto, este
resultado indica que a interacdo dessas cumarinas com a NorA promovem realmente a inibi¢ao
da bomba, observada experimentalmente através da redugdo da CIM do e aumento emissdo de
fluorescéncia do brometo de etidio. Efeito semelhante foi observado na inibicdo da bomba
NorA pela menadiona, que como as cumarinas, conseguem se aglomerar através dessas
interagdes intermoleculares, o que pode levar a um maior bloqueio fisico do canal (TINTINO
etal., 2020a).

Realizamos, também, simula¢des de dinamica molecular para investigar o comportamento da
cumarina C13 no complexo NorA-POPG. Assim como a C10, observamos que a C13 foi
prontamente atraida tanto para a membrana lipidica quanto, principalmente, para a bomba
NorA. Em menos de 20 ns de simula¢do a maioria das moléculas de C13 ja havia estabelecido
interagdes com a bomba (Figura 25). Além do sitio de interagdo, foram identificadas na
superficie externa da bomba, indicando que as cumarinas foram atraidas em dire¢do a proteina.
O numero de contatos entre as cumarinas € a bomba NorA aumentou de forma semelhante ao
observado com a C10 durante os primeiros 25 ns de simulacdo (Figura 26). No entanto, a partir
desse ponto, notamos uma distingdo marcante entre a C13 e a C10, enquanto a C10 mantinha
interagdes persistentes com a bomba NorA ao longo de toda a simulagdo, a C13 apresentou um

comportamento diferente.
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Figura 25. Representagdo do complexo NorA-POPG com moléculas de cumarina C13 aos 20 ns iniciais.
Simulagdo evidencia os multiplos sitios de interacdo iniciais na parte externa da membrana. Uma das
cumarinas adentra no canal.
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Figura 26. Niimero de contatos das cumarinas C13 com a bomba de efluxo NorA.

Apenas uma das cumarinas de C13, inicialmente localizada proxima a regido mais
ampla do canal da bomba, exibiu interacdes consistentes e adentrou o canal, permanecendo
aprisionada ao longo de toda a simulagdo (Figura 27). Essa observacao ressalta uma diferenca

significativa no comportamento das duas cumarinas, indicando que suas variagdes estruturais
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desempenham um papel importante no mecanismo de ligag¢ao e nos efeitos inibitdrios na bomba

NorA.

Figura 27. (A) Simulagdo da bicamada lipidica POPG com a bomba NorA e moléculas de cumarina
C13. (B) Visao frontal da imagem final da simula¢do de C13 com a NorA incorporada na bicamada
lipidica POPG.

Além disso, diferentemente da C10, ndo foram observadas interagdes intermoleculares
persistentes ou interacdes m-n entre as moléculas de C13. Isso sugere que as caracteristicas
estruturais especificas da C10 desempenham um papel fundamental na facilitagdo de interagdes
intermoleculares. Essas descobertas destacam a importincia de considerar as diferencas
estruturais entre as cumarinas C10 e C13 ao avaliar possiveis alteracdes para aumento do
potencial inibitério na bomba NorA.

Um resumo dos principais questionamentos, métodos e achados da pesquisa estdo

descritos na Figura 28.
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Figura 28. Sintese do fluxo de trabalho baseado nos principais achados de cada fase.
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6 CONCLUSAO

A velocidade com que as bactérias desenvolvem mecanismos de resisténcia aos
antibacterianas existentes ¢ significativamente maior do que a velocidade com que a ciéncia
consegue desenvolver novos farmacos que sejam mais potentes e capaz de combater a
resisténcia.

Todos os derivados cumarinicos investigados possuem propriedades potencializadoras
de antibioticos contra cepas multirresistentes de S. aureus 10 e E. coli 06. Além de potencializar
o efeito dos antibacterianos norfloxacino e gentamicina, o derivado C13 demonstrou efeitos
antibacterianos clinicamente relevantes quando utilizado sozinho. Embora os mecanismos
subjacentes aos efeitos antibacterianos dos derivados da cumarina contra essas cepas
permanecam incertos, a analise in silico indica que esses compostos possuem propriedades
fisico-quimicas, perfis farmacocinéticos e caracteristicas que possibilitam seu possivel uso por
via oral.

O estudo in vitro com a bomba de efluxo MepA, mostrou que todos os derivados
cumarinicos estudados reduziram a concentragao inibitoria minima de brometo de etidio contra
a cepa Staphylococcus aureus K2068. No entanto, apenas a cumarina C14 produziu efeitos
sinérgicos quando associada a ciprofloxacina.

Quando testadas em cepas de Staphylococcus aureus 1199B portadores da bomba de
efluxo NorA, todas as cumarinas (C9, C10, C11, C13 e C14) apresentam potencial inibitorio da
bomba de efluxo, destacando os compostos C9, C10 e C13 que parecem interagir com a bomba
de forma mais potente. A andlise abrangente das simula¢des de dindmica molecular e encaixe,
propriedades da membrana, comportamento da cumarina e interacdes cumarina-proteina
fornecem valiosas informagdes sobre o potencial desses compostos como inibidores ativos de
membrana da bomba NorA. As cumarinas C10 e C13 se destacam pela capacidade de permear
a membrana, possuirem rapida atracdo em dire¢do a membrana e interagir imediatamente com
a proteina NorA, bloqueando efetivamente seu canal. Os tipos de interacdes intermoleculares
entre as moléculas de C10 e o alto nimero de contatos entre essas cumarinas e os residuos
proteicos demostram estabilidade na intera¢do, confirmando seu poder inibidor da bomba
NorA.

As observagdes apoiam a nog¢do de que as cumarinas podem reestabelecer a atividade
antibacteriana das flouroquinolonas em bactérias como mecanismo de resisténcia por bomba

de efluxo NorA e esse efeito pode estar relacionado com um modo de a¢do combinado, como
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uma boa interagdo e atracdo com a membrana (C10 e C13), mas principalmente pela capacidade
de interacdo e inibicdo da proteina NorA (C9, C10, C11, C13 e C14), destacando assim, a
promessa desses derivados como inibidores eficazes, o que pode vir a ser uma alternativa
interessante no controle de infecgdes resistentes. No entanto, estudos que avaliem esses efeitos
em ensaios pré-clinicos in vivo se faz necessario e ¢ fundamental para continuidade da

comprovagdo do efeito inibidor de bomba desses derivados cumarinicos.
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ARTICLE INFO ABSTRACT
Keywords: The increase in antiblotic resistance rates has attracted the interest of researchers for antibacterial compounds
Coumusin desivatives capable of potentiating the activity of conventional antibiotics. Coumarin derivatives have been reported to
:nn::inmd develop effective antibacterials with possible new mechanisms of action for treating infectious disesses caused by

bacteria with a profile of drug resistance. In this comtext, the aim of the present study we have now prepared one

Mm "Ml ulm: resstanse variety of new synthetic coumarnins evaluating the pharmacokinetic and chemical similarity in silico, their
Escherichia coli antimicrobial activity against Staphylococcus aurens (ATCC 25923) and Escherichia coll (ATOC 25922), and po-

tential for the modulation of antibiotic resi e against Seaphyd awreus (SA10) and Escherichia coli
(EC06) clinical isolate bacteria by in vitro assay. The antibacterial activity and antibiotic-enhancing properties
were evaluated by the broth microdilution method and pharmacokinetically characterized according to the
Lipinsk rule of 5 and had their ssmilarity analyzed in databases such as ChemBL and CAS SciFinder. The results
demonstrated that caly compound C13 showed significant antibacterial activity (MIC <256 pg/mlL), and all
other coumaring did not display relevant amtibacterial activity (MIC >1024 pg/mL). However, they did modulate
the antibiotics activities to norfloxacin and gentamicin, except, compound C11 to norfloxacin against Staphy-
lococcus aures (SA10), The in silico properties prediction and drug-likeness results demomusled tha( all cou
marins presented a good drug-likeness scare with no vial and promising in silico pha P
th‘tngthanhe)hivcthepounuﬂtobcde\'dopedhuomoﬂldmg ’lheresulu d that the in
derivatives showed good in vitro antibacterisl a:uvlly M new coumarin derivatives also demonstrated the
capacity o dul; i i with p 1 synergy action for current antimicrobials assayed, as
antibéotic adjuvants, to reduce the emergence of antimicrobéal resistance.




