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RESUMO  

Substâncias isoladas e sintetizadas organicamente têm se destacado ao longo dos anos por 

suas propriedades terapêuticas, incluindo sua atividade antibacteriana. Neste contexto, o 

objetivo desta pesquisa foi investigar as propriedades farmacológicas de 2-(2-

hidroxietilamina)-3-(3-metil-2-butenil)-1,4-di-hidro-1,4-naftalenodiona, 2-(2-hidroxi-

etilamina)-3-(2-metil-propenil)-[1,4]naftoquinona e 2-(3-hidroxi-propilamina)-3-(3-

metil-2-butenil)-[1,4]naftoquinona por meio de modelos computacionais de predição, 

avaliar a atividade antibacteriana e moduladora in vitro dessas compostos contra cepas 

bacterianas ATCC e isolados clínicos, além de análisar o efeito inibidor sobre o 

funcionamento de bomba de efluxo dessas substâncias em cepas de Staphylococcus 

aureus multirresistentes. As substâncias foram sintetizadas a partir de 2-hidroxi-

quinonas, lapachol e nor-lapacol obtendo os correspondentes derivados 2-metoxilados via 

alquilação de sulfato de dimetila em meio básico, estes então reagiram 

quimiosseletivamente com 2-etanolamina e 3-propanolamina para formar os 

correspondentes aminoálcoois . A atividade antibacteriana e a atividade moduladora das 

substâncias foram avaliadas pelo método de microdiluição em caldo para determinação 

da Concentração Inibitória Mínima (CIM). Para verificar o efeito de redução do CIM do 

brometo de etídeo e do antibiótico, foi utilizado inóculos obtidos de placas incubadas em 

estufa bacteriológica por 24h a 37ºC com o repique do estoque. Após esse período foi 

utilizado inóculos em solução salina de acordo com Mcfarland 0,5 que corresponde a 

105UFC. Os resultados dos testes foram feitos em triplicatas e como média geométrica. 

Na análise estatística foi utilizada ANOVA de uma via, seguida do pos teste hoc Tukey 

usando GraphPad Prism 5.0. As estruturas moleculares foram analisadas usando o banco 

de dados ChEMBL para prever possíveis alvos e logo após passaram por uma análise 

virtual de estrutura (docking), que apontaram para a molécula 2-(2-hidroxi-etilamina)-3-

(2-metil-propenil)-[1,4]naftoquinona como um provável agente antibacteriano para as 

proteínas Replicative DNA helicase e RecA. As CIMs das substâncias não foram 

clinicamente significativas, porém, a associação com gentamicina e amicacina reduziu as 

CIMs desses antibióticos com significância de p < 0,0001. Frente a cepas de  

Staphylococcus aureus que carregam o mecanismo de bomba de efluxo NorA, foi 

observada redução significativa (p < 0,0001) de suas CIMs quando as substâncias foram 

associadas à norfloxacina e ao brometo de etídio, sendo esse efeito atribuído à inibição 

da bomba de efluxo. Após uma análise virtual baseada em sua estrutura (docking), foram 

observadas informações sobre a afinidade de novos ligantes para a bomba de efluxo ABC. 



 

As substâncias testadas também demonstraram eficácia em diminuir a CIM de 

eritromicina, tetraciclina e principalmente do brometo de etídio com redução da CIM em 

até 16x. Em conclusão, a combinação dessas substâncias com antibióticos pode ser uma 

alternativa terapêutica para a resistência bacteriana e a redução dos efeitos colaterais 

Palavras-chave: Antibacterianos. Estudo in silico. Bomba de efluxo. Modulação. 

Lapachol. Norlapachol. Derivados. 

 

 

  



 

 

ABSTRACT 

 

Isolated substances and those organically synthesized have stood out over the years for 

their therapeutic properties, including their antibacterial activity. In this context, the aim 

of this research was to investigate the pharmacological properties of 2-(2 

hydroxyethylamine)-3-(3-methyl-2-butenyl)-1,4-dihydro-1,4-naphthalenedione, 2-(2-

hydroxy-ethylamine)-3-(2-methyl-propenyl)-[1,4] naphthoquinone and 2-(3-hydroxy-

propylamine)-3-(3-methyl-2-butenyl)-[1,4]naphthoquinone using computational 

prediction models, to evaluating the in vitro antibacterial and modulatory activity of these 

compounds against bacterial ATCC strains and clinical isolates, in addition to analyzing 

the inhibitory effect on the efflux pump functioning of these substances in strains of 

multiresistant Staphylococcus aureus. The substances were synthesized from 2-hydroxy-

quinones, lapachol and nor-lapachol obtaining the corresponding 2-methoxylated 

derivatives via dimethyl sulfate alkylation in a basic medium, these then reacted 

chemoselectively with 2-ethanolamine and 3-propanolamine to form the corresponding 

amino alcohols. The antibacterial activity and modulatory activity of the substances were 

assayed by broth microdilution method to determine the Minimum Inhibitory 

Concentration (MIC). To verify the effect of reducing the MIC of the ethidium bromide 

and the antibiotic, inoculums obtained from plates incubated in a bacteriological oven for 

24 hours at 37ºC with the stock peaking were used. After this period inoculums were used 

in saline solution according to Mcfarland 0.5 corresponding to 105UFC. The results of 

the tests were done in triplicates and as geometric mean. In the statistical analysis, one-

way ANOVA was used, followed by the Tukey hoc post test using GraphPad Prism 

5.0.The molecular structures were analyzed using the ChEMBL database to predict 

possible pharmacological targets and soon after underwent a virtual structure-based 

analysis (docking)., which pointed to the molecule 2- (2-hydroxy-ethylamine)-3-(2-

methyl-propenyl)-[1,4]naphthoquinone as a probable antibacterial agent for the proteins 

Replicative DNA helicase and RecA. The MICs of the substances were not clinically 

significant, however, the association with gentamicin and amikacin reduced the MICs of 

these antibiotics with significance of p < 0.0001. against Staphylococcus aureus strains 

carrying the NorA efflux pump mechanism, a significant reduction (p < 0,0001)  of their 

MICs was observed when the substances were associated with norfloxacin and ethidium 

bromide, with this effect being attributed to efflux pump inhibition. Following a virtual 



 

analysis based on its structure (docking), information regarding the affinity of new 

ligands for the ABC efflux pump. The tested substances also demonstrated effectiveness 

at decreasing the MIC of erythromycin, tetracycline and mainly of ethidium bromide with 

MIC reduction up to 16x. In conclusion, the combination of these substances with 

antibiotics may be a therapeutic alternative to bacterial resistance and the reduction of 

side effects 

Keywords: Antibacterials. Computer simulation. Efflux pump. Modulation. Lapachol. 

Norlapachol. Derivative 
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 O surgimento de novas cepas microbianas multirresistentes ao longo dos últimos 

anos provocou o aumento dos casos de mortalidade e morbidade, além de elevação nos 

custos do tratamento farmacológico (LIMA et al., 2017). Tal quadro, tornou a pesquisa 

de novos compostos bioativos alvo de grande interesse científico na busca de alternativas 

terapêuticas para as infecções microbianas (MOURA et al, 2019). 

 Dentre as bactérias Gram-negativas, P. aeruginosa se destaca, pois além de estar 

relacionada com infecções em pacientes imunocoprometidos, também acometendo 

pacientes que tenham realizado procedimentos invasivos, queimaduras e feridas 

operatórias (MATA; ABEGG, 2007). A Escherichia coli pertencente à família 

Enterobacteriaceae e é uma bactéria Gram negativa (SANTURIO et al., 2014), 

responsável por 80 a 90% das infecções do trato urinário. Sua contaminação se faz por 

via ascendente, proveniente da microbiota intestinal atingindo a uretra, passando em 

seguida para a bexiga e eventualmente para as vias urinárias (FLORES-MIRELES et al 

2015). Dentre as bactérias Gram-positivas mais envolvidas em infecções hospitalares e 

da comunidade, S. aureus destaca-se por sua ampla disseminação ambiental e por estar 

relacionada a graves quadros de infecções oportunistas (COUTINHO et al, 2009).  

 O Staphylococcus aureus, um importante patógeno humano, possui uma 

coleção de fatores de virulência e a capacidade de adquirir resistência à maioria dos 

antibióticos. Esta capacidade é aumentada ainda mais pelo surgimento constante de novos 

clones, tornando o S. aureus uma “superbactéria”. O uso clínico de meticilina levou ao 

aparecimento de cepas de Staphylococcus aureus resistente à meticilina resistentes 

(MRSA). As últimas décadas testemunharam a existência de novos clones de MRSA. Ao 

contrário dos MRSA tradicionais que residem em hospitais, os novos clones podem 

invadir ambientes comunitários e infectar pessoas sem predispor fatores de risco 

(LAKHUNDI AND KUNYAN., 2018). 

 Para auxiliar na resistência bacteriana as bombas de efluxos são proteínas 

dependentes de energia que promovem a eliminação de agentes antimicrobianos no meio 

extracelular mais rapidamente que a difusão da membrana plasmática, de modo que a 

concentração intracelular do agente permanece insuficiente para bloquear as funções 

celulares, tornando-os ineficazes, evitando assim a chegada do antibiótico ao seu local de 

ação (OPPERMAN AND NGUYEN, 2015). NorA é o sistema de efluxo mais bem 

estudado de S. aureus e, portanto, frequentemente usado como modelo para investigar a 

resistência mediada por efluxo neste patógeno. A atividade de NorA está associada à 

resistência a fluoroquinolonas, vários anti-sépticos e desinfetantes e vários relatórios 
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apontaram o papel dos sistemas de efluxo, incluindo o NorA, como uma resposta de 

primeira linha aos antimicrobianos em S. aureus (COSTA et al., 2018). 

 Além disso, há também resistência à tetraciclina que pode ser por dois 

mecanismos principais: transporte ativo por bomba de efluxo (mediado pelos resultados 

proteicos dos genes TetK TetL) e por proteção via ribossomos (por meio dos genes TetM 

e TetO) (PANTOSTI, SANCHINI AND MONACO, 2007). A resistência à tetraciclina é 

evidenciada, por exemplo, nas cepas de S. aureus IS-58 que dispõem da bomba de efluxo 

TetK incumbido de extrair a tetraciclina do meio intracelular para o meio extracelular 

ativamente, conferindo proteção à bactéria (PANTOSTI, SANCHINI e MONACO, 2007; 

TRUONG-BOLDUC, DUNMAN, et al., 2005; LIMAVERDE, CAMPINA, et al., 2017). 

Para combater a resistência combinações de dois ou mais compostos são 

geralmente superiores ao uso de apenas um composto, principalmente para o tratamento 

de sérias doenças infecciosas, causadas por resistência bacteriana a antibióticos 

(EUMKEB; SIRIWOONG AND THUMANU, 2012).  

O sinergismo pode ser obtido atráves da combinação de antibióticos com extrato 

ou substâncias a uma concentração sub-inibitória aplicada diretamente ao meio de cultura 

(COUTINHO et al., 2008a, 2009 , 2010; FIGUEREDO et al., 2021a). Esta estratégia é 

chamada de "shotgun ervas" ou "efeito sinérgico de vários compostos " e refere-se a 

utilização de plantas e drogas em uma abordagem usando mono ou multi-extrato de 

combinações, o que pode afetar não apenas um alvo único, mas vários alvos, onde os 

diferentes componentes terapêuticos  colaboram de uma forma sinergética-agonísticas. 

Esta abordagem não é apenas para combinações de extratos; combinações entre os 

produtos naturais ou extratos e produtos sintéticos ou antibióticos também são possíveis 

(WAGNER, ULRICH-MERZENICH, 2009; COUTINHO et al., 2010b; BRITO et al., 

2015; CRISTO et al , 2016). 

 Dessa forma, substâncias de origem vegetal e os seus derivados tornaram-se uma 

alternativa viável e eficiente, pois a atividade antimicrobiana do fármaco pode ser 

amplificada ou reduzida pela ação dos produtos naturais (OLIVEIRA-TINTINO et al. 

2018). Ou que dificultam os mecanismos de resistência antimicrobiana pela 

complexidade das suas estruturas evitando, consequentemente, adaptações microbianas 

(DAFERERA et al.,2003). Um dos alvos é a bomba de efluxo NorA, presente na cepa 

1199B, que já está bem estudado, e demonstrou ser secepitível a produtos naturais e 

sínteticos (FONTAINE et al., 2014).  
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 E neste contexto, as etapas que antecedem os estudos pré-clínicos e clínicos são 

importantes para a obtenção do máximo de informações sobre os compostos a serem  

testadas. Para isso, os modelos In sílico podem proporcionar informações importantes 

para o pesquisador gerando um direcionamento sobre as propriedades físico-químicas e 

farmacológicas (EKINS et al., 2007) de uma molécula, até a predição de seus possíveis 

alvos e efeitos adversos (LAUDY et al., 2015). 

. Entre as diversas substâncias testadas, as Naftoquinonas (1,2) (Figura 1) são 

compostos orgânicos versáteis que fazem parte de uma importante classe de produtos 

naturais denominadas quinonas. Caracterizam-se, estruturalmente, por se apresentarem 

como dienonas cíclicas conjugadas, sendo os isômeros 1,4 e 1,2-naftoquinonas os mais 

comuns ( FERREIRA et al., 2010).  

 

O

O

(1)

O

O

(2)

 

Figura 1: 1,2-naftoquinona; 1,4-naftoquinona 

 

 Além de sua origem natural as naftoquinonas são importantes intermediários em 

síntese orgânica na obtenção de inúmeros compostos naturais ou sintéticos. Os derivados 

naftoquinonicos naturais (CAVALCANTI et al., 2013) representam uma ampla e variada 

família de metabólitos secundários e são de importância vital para os vegetais, fungos, 

líquens e algas. A maior ocorrência das quinonas é nos vegetais superiores de família 

Bignoniácea, mais precisamente do gênero Tabebuia (Tecoma) (BABULA et al., 2009 ).   

 

 A importância das quinonas nitrogenadas está relacionada à sua estrutura 

eletrônica, devido à sua capacidade doadora de elétrons e, consequentemente, modificar 

o potencial de redução, que induz o estresse oxidativo intracelular., Compostos como a 

2-amino-1,4-naftoquinona possuem atividades biológicas como ações antibacterianas, 

antimaláricas, antitumorais e moluscicidas (BENITES et al., 2010). A participação das 
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quinolonas é relevante em diversas atividades biológicas, (POWIS, 1989; SILVA; 

FERREIRA, SOUZA 2003; BARBOSA, et al., 2005), entre outras.  

  O lapachol é uma naftoquinona funcionalizada de origem natural, obtido 

facilmente através de extração do cerne de árvores da família Bignoniaceae (SILVA; 

FERREIRA e SOUZA 2003; FERREIRA et al., 2010), gênero Tabebuia, especialmente 

a Tabebuia avellandedae), conhecida popularmente como ipê, abundante no Brasil e na 

América do Sul (BARBOSA et al., 2005). O lapachol apresenta diversas atividades 

biológicas, tais como: ação contra células de câncer de esôfago (SUTHANAN et 

al.,2013), atividade antimicrobiana, tripanocida (FERREIRA et al., 2010), entre outras 

(FONSECA; BRAGA, SANTANA 2003). O norlapachol, por outro lado, é uma 

naftoquinona de origem sintética, que possui atividade antitumoral e Trypanocida 

(JUNIOR,2007). 
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2. OBJETIVOS 

______________________________________________________________________ 
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2.1. Objetivos Geral  

  

 Este trabalho objetivou realizar estudo sílico de hidroxiaminas derivadas de 

lapachol e norlachol e avaliar, in vitro, a atividade antibacteriana, moduladora e a 

capacidade de inibição de bomba de efluxo destes compostos. 

 

2.2 Objetivos Específicos  

a. Realizar o estudo in sílico de hidroxiaminas derivadas de lapachol e norlachol, 2-

(2-Hydroxyethylamino)-3-(3-methyl-2-butenyl)-1,4-dihydro-1,4-naphthalenedi-

one, 2-(2-Hydroxy-ethylamino)-3-(2-methyl-propenyl)-[1,4]naphthoquinone e 2-

(3-Hydroxy-propylamino)-3-(3-methyl-2-butenyl)-[1,4]naphthoquinone. 

b. Avaliar, in vitro, a atividade antibacteriana e moduladora de hidroxi-aminas 

derivadas do lapachol e norlachol, frente a linhagens bacterianas ATCC e isolados 

clínicos. 

c. Avaliar, in vitro, a atividade inibitória de bomba de efluxo de Hidroxi-aminas 

derivadas do lapachol e norlachol, frente a cepas Staphylococcus aureus 

portadores do mecanismo de bomba de efluxo NorA. 

d. Avaliar in vitro a capacidade inibitória de bomba de efluxo de Hidroxi-aminas 

derivadas do lapachol e norlachol,  frente as cepas de S. aureus, RN4220 portadora 

do plásmido pUL5054 e IS-58, dotada do plasmídeo PT181. 
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3. MATERIAIS E MÉTODOS 
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3.1 Síntese de substâncias 

 

Informações gerais 

 

 

 As reações sensíveis ao ar e à umidade foram realizadas sob atmosfera de argônio. 

Os reagentes foram adquiridos da Sigma-Aldrich, Dinamica ou Vetec e destilados ou 

usados sem purificação adicional. As reações foram monitoradas por análise de TLC em 

placas de sílica gel pré-revestidas (Merck, Kieselgel 60 GF254) e os compostos foram 

visualizados com luz UV. A cromatografia em coluna foi realizada em sílica gel 60 (70-

230 mesh, Merck). Os pontos de fusão foram medidos em tubos capilares abertos em um 

aparelho QUIMIS e não foram corrigidos. Os espectros infravermelhos foram registrados 

em um espectrofotômetro IFS66 Bruker usando discos KBr ou Varian Mercury 640IR 

com ATR. As análises de HRMS foram realizadas em um MALDI-TOF / TOF Autoflex 

III 10, usando o modo refletido positivo. Os espectros de NMR (1H a 400 MHz e 13C a 

100 MHz) foram registrados em um espectrômetro Varian Unity Plus-400, Varian 

Mercury 200 MHz, usando CDCl3 ou DMSO-d6 como solventes e calibrados para o sinal 

do solvente. Os desvios químicos são expressos em partes por milhão (ppm) e as 

constantes de acoplamento são dadas em Hz. Os compostos lapachol 1 (CAMARA et al., 

2002) e o derivado 2-metoxi correspondente, norlapachol 2 (BARBOSA et al., 2005) e o 

derivado 2-metoxi correspondente foram obtidos por procedimentos publicados 

anteriores Figura 1. 

 

Figura 1. Esquema de síntese de derivados de 2-aminoalquil 3-5 

 

O

O

OH

1 n=1
2 n=0

3 n=1, m=1
4 n=0, m=1
5 n=1, m=2

n

m

Reagents and conditions: a) Me2SO4, K2CO3, acetone, r.t.; b) 2-amino-ethanol or 

3-amino-1-propanol in MeOH, r.t.

O

O

N
OH

H

a, b
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1 mmol do derivado 2-metoxi dissolvido em 10 mL de MeOH foi adicionado lentamente 

a 1,5 mmol da amina apropriada (2-aminoetanol ou 3-amino-1-propanol) no mesmo 

solvente (40 mL) com agitação contínua. Após a conclusão da reação por inspeção em 

análise de CCD, o solvente foi removido sob vácuo e o resíduo submetido a cromatografia 

flash em sílica gel e acetato de etila / hexano com polaridade crescente. 

 

2- (2-Hidroxietilamino) -3- (3-metil-2-butenil) -1,4-dihidro-1,4-naftalenodiona (3) 

  

Obtido com rendimento de 88% como cristais vermelhos, mp 80–81°C; 1H NMR (200 

MHz, CDCl3) 1.68 (s, 3H), 1.74 (s, 3H), 2.3 (br, 1H), 3.37 (d, 2H, J 5.9 Hz), 3.71 (m, 

2H), 3.85 (m, 2H), 5.07 (t, 1H, J 5.9 Hz), 6.01 (l, 1H), 7.57 (m, 1H), 7.57 (m, 1H), 7.93 

(d, 1H, J 7.6 Hz), 8.05 (d, 1H, J 7.6 Hz); 13C NMR (50 MHz, CDCl3), 18.2, 23.8, 25.8, 

47.2, 62.1, 122.7, 126.1, 126.3, 130.6, 132.0, 132.8, 133.4, 134.5, 146.2, 183.1, 183.2; IR 

(KBr) (ν max., cm−1) 3391, 3321, 1678, 1599, 1555, 1513; MS (rel int) m/z 285 (M+, 57), 

270 (100), 198 (70). HRMS found: 285.13649. Calcd for C17H19NO3: 285.13649. 

 

2- (2-Hidroxi-etilamino) -3- (2-metil-propenil) - [1,4] naftoquinona (4) 

 

Obtido com rendimento de 87% como cristais vermelhos (p.f. 77-78,5 ° C) com 

rendimento de 80%. 1H NMR (CDCl3, 200 MHz) 1.47 (d, 3H, J 1.0 Hz), 1.89 (d, 3H, J 

1.6 Hz), 2.46 (br s, 1H), 3.37 (q, 2H, J 5.4 Hz), 3.73 (t, 2H, J 5.4 Hz), 6.06 (dd, 1H, J 

1.0/1.6 Hz), 6.25 (br t, 1H, J 5.4 Hz), 7.51 (dt, 1H, J 1.4/7.6/7.6 Hz), 7.61 (dt, 1H, J 

1.4/7.6/7.6 Hz), 7.90 (dd, 1H, J 1.4/7.6 Hz), 7.99 (dd, 1H, J 1.4/7.6 Hz). 13C NMR 

(CDCl3, 50 MHz) 20.1, 25.4, 46.1, 61.3, 113.6, 117.7, 125.9, 126.1, 130.3, 131.9, 133.3, 

134.4, 139.0, 144.8, 182.7, 183.4. IR (KBr) ν max, 3457, 3349, 3268, 2940, 2874, 1675, 

1598, 1563, 1511, 1354, 1335 cm−1. HRMS Calcd for C16H17NO2, 271.1208; found: 

271.1169. 

 

2- (3-Hidroxi-propilamino) -3- (3-metil-2-butenil) - [1,4] naftoquinona (5) 

 

Obtido com rendimento de 75% como cristais vermelhos (m.p. 69-70 oC . 1H NMR 

(CDCl3, 400 MHz) 1.68 (s, 3H), 1.74 (s, 3H). 1.88 (q, 2H, J 6.2, 6.16 Hz), 3.39 (d, 2H), 

3.69 (t, 2H, J 6,6 Hz), 3.80 (t, 2H, J 6.2, 5.5 Hz), 5.08 (t, 2H, J 5.8), 7.54 (t, 1H, J 7.5 
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Hz), 7.65 (td, 1H, J 7.4 Hz), 7.94 (d, 1H), 8.04 (d, 1H); 13C NMR (CDCl3,100 MHz) 17.8, 

23.3, 23.4, 32.8, 42.4, 60.3, 115.3, 122.7, 125.6, 125.9, 130.1, 131.5, 132.1, 133.1, 134.0, 

145.6, 182.74, 182.76; IR (KBr) ν max, 3446, 3334, 1672, 1598, 1557, 1527, 1361, 1276, 

1473, 728 cm−1. HRMS Calcd for C18H21NO3, 299.1527; found: 299.1501. 

 

 

3.2 Predição da atividade farmacológica das substâncias (estudos in silico) 

 

3.2.1 Obtenção da estrutura molecular tridimensional das substâncias  

 

 As três estruturas químicas que foram objeto deste trabalho foram desenhadas no 

software ChemSketch®, versão 2015.2.5 livre e sua estrutura tridimensional foi 

determinada pelo software 3D Viewer, ambos para Windows®, produzidos pela 

Advanced Chemistry Development, Inc. (ACD/Labs). No software Avogadro, versão 

1.1.1. para sistemas MAC OS, foi determinada a conformação mais estável para as 

moléculas, considerando o campo de força MMFF94 (Merck Molecular Force Field 94) 

utilizando-se um algoritmo de “steepest descent” ou “método de Cauchy” como método 

gradiente para otimização dos comprimentos das ligações e ângulos da molécula (Figura 

1 e Tabela 1). 

 

 

Figura 2.  Estruturas químicas dos compostos  

 

 

 

 

 

5  3  4 

 

3.2.2 Screening farmacológico 

 

 As três moléculas passaram por um screening farmacológico, com o uso do 

software ChemProt versão 3.0 da Universidade Técnica da Dinamarca ( Chemprot-3.0, 

2019) (http://potentia.cbs.dtu.dk/ChemProt/#). 

http://potentia.cbs.dtu.dk/ChemProt/
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 O ChemProt é uma compilação publicamente disponível de recursos de anotações 

sobre a relação químico-proteína-doença que permite o estudo da farmacologia de 

sistemas para uma pequena molécula através de múltiplas camadas de complexidade, 

desde os níveis moleculares até os clínicos. A versão 3.0 do ChemProt disponibiliza 

análise de mais 1,7 milhão de compostos, com 7,8 milhões de medições de bioatividade 

para 19.504 proteínas (KRINGELUM et al., 2016). 

 Para determinação das propriedades das moléculas foi utilizado o software 

Molinspiration (https://www.molinspiration.com), com o qual as estruturas foram 

analisadas no tocante a concordância em relação a Regra dos Cinco, dados presentes na 

Tabela 1 (LIPINSKI et al., 2001). 

 

 

Tabela 1. Características moleculares das três compostos  

 

  

 

 

3.2.3 Procedimento de Docking Molecular 

 Modelagem NorA baseado no procedimento de encaixe da estrutura 3D foi 

realizada em concordância com o estudo de Dos Santos et al (2018). As simulações de 

docking molecular foram realizadas pelo SWISSDOCK servidor da web (www. 

swissdock.ch/) (Grosdidier; Zoete, Michielin, 2011). As coordenadas de estrutura 

química foram geradas usando CORINA e Gasteiger cargas parciais. A estrutura NoRA 

3D foi preparada usando a ferramenta de preparação Dock disponível no pacote de 

Código SMILE Observaçõe

s 

Estrutura Fórmula 

molecular 

Peso 

molecular 

 

3 

CC(C)=CCC1=C(NCC

O)C(=O)C2=CC=CC=C

2C1=O 
 

 

 

 

 

C17H19NO3 

 

 

285.34 

 

4 

CC(C)=CC1=C(NCCO)

C(=O)C2=CC=CC=C2C

1=O 
 

 

 

C16H17NO3 

 

271,311 

 

5 

CC(C)=CCC1=C(NCCC

O)C(=O)C2=CC=CC=C

2C1=O  
 

 

 

C18H21NO3 

 

299,364 

https://www.molinspiration.com/cgi-bin/properties
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software livre UCSF quimera (SANTOS et al., 2018). As coordenadas da grade para 

execuções de encaixe flexíveis foram realizadas por estudos que definem uma região de 

interesse com 5 Å das coordenadas x = -29,78, y = 49,65, z = 71,78 e tamanho da caixa x 

= 46,00, y = 38,00 e z = 30,00. A ligação pontuação de energia foi usada para calcular a 

constante de inibição (valor Ki) usando o equação ki = 10 (Energia de ligação / 1,366) 

(Onawole et al., 2018), enquanto a eficiência do ligante (LE) foi determinado usando a 

equação (SILE = ki / N0.3), onde N é o número de átomos pesados (não hidrogênio) 

presentes no ligante (Nissink, 2009). O encaixe os resultados foram vistos com a ajuda 

do programa de visualização UCSF Chimera e o Discovery Studio (DS) foi usado para 

construir o mapa de interação para mostrar como as hidroxiaminas derivadas, 

clorpromazina e PaβN interagiram com NoRA. 

 

3.3 Meios de culturas  

 Os meios de culturas utilizados foram os seguintes: Heart Infusion Agar (HIA, 

Difco laboratorises Ltda.), Brain Heart Infusion (BHI, difco Laboratories Ltda.), e 

Glicerol. 

 

3.4 Microrganismos  

 A escolha dos microrganismos para a avaliação da atividade antibacteriana foi 

efetuada levando em consideração a presença de bactérias Gram-positivas e Gram-

negativas, obtidos através do Instituto Nacional de Controle de Qualidade em Saúde 

(INCQS) da Fundação Oswaldo Cruz, Ministério da Saúde. Foram utilizadas quatro 

linhagens de bactérias, sendo utilizadas cepas padrão de bactérias Pseudomonas 

aeruginosa ATCC 27853 e Staphylococcus aureus ATCC 25923 e linhagens bacterianas 

multirresistentes (isolados clínicos) de P.  aeruginosa 31 e S. aureus 358. 
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Tabela 2. Perfil de resistência das bactérias utilizadas nos testes da atividade 

antibacteriana . 

Bactéria Número  Sitio de 

coleta 

Perfil de Resistência 

Staphylococcus 

aureus 

SA 358 Ferida 

cirúrgica 

Oxa, Gen, Tob, Ami, Can, Neo, 

Para, But, Sis, Net 

Staphylococcus 

aureus 

ATCC 

25923 

- - 

Pseudomonas 

aeruginosa 

PA 31 Secreção 

nazal 

Pol, Cpm, Ctz, Ptz, Ami, Imi, Cip, 

Lev, Mer 

Peudomonas 

aeruginosa 

ATCC 

27853 

- - 

Perfil de resistência: Ami = amicacina; Cip = ciprofloxacina; Lev = levofloxacina; Ctz = 

ceftazidima; Pol = polimixina; Imi = imipenem; Mer = meropenem; Ptz = piperacilina; 

Can = canamicina; Tob = tobramicina; Oxa = oxacilina; Gen = gentamicina; Neo = 

neomicina; Para = paramomicina; Mas = butirosina; Sis = sisomicina; Net = netilmicina. 

Os microrganismos utilizados nesta pesquisa foram adquiridos do Laboratório de 

Micologia da Universidade Federal de São Paulo. Paraíba — UFPB e gentilmente cedido 

pela Universidade Regional do Cariri — URCA. 

 

Fonte: Elaborada pelo autor  

 Para a avalição da inibição de bombas de efluxo foram utilizadas cepas de S. 

aureus usadas foram: RN4220 portadora do plásmidio pUL5054, que transporta o gene 

que codifica referente a proteína MsrA de efluxo de macrolidio; IS-58, dotada do 

plasmídeo PT181 portadora do gene da proteína de efluxo de tetraciclina TetK; 1199B 

cepa resistente a fluorquinolonas hidrofílicas via proteína de efluxo NorA e a cepa 

selvagem 1199 referente a mesma (TABELA 1). As cepas foram gentilmente cedidas pela 

Prof. S. Gibbons (University of London). Todas as cepas formam inicialmente mantidas 

em ágar sangue para comprovar o tipo de cepa (Laboratórios Difco Ltda., Brazil), depois 

foram transferidas para o estoque. Sendo mantidas em dois estoques: um em Heart 

Infusion Agar slants (HIA, Difco) a 4º C e outro mantido em glicerol em freezer -80 º C. 

A cepa portadora de plasmídeo foi mantida e meio de cultura sobre condições sub-

inibitória de antibiótico com o objetivo do gene do plasmídeo ser expresso e não ser 

perdido.  
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Tabela 3- Linhagens utilizadas nos ensaios de efluxo.   

Linhagem Gene Antibiótico ou classe –

Proteína 

IS-58 Plasmídeo 

PT181(Tet(k)) 

Tetraciclina- Tet(k) 

RN 4220 Plasmídeo 

Pul5054(MsrA) 

Eritromicina- MRSA 

1199 B Nor A Norfloxacina (Nor A) 

1199 (Selvagem ) - - 

Fonte: Elaborada pelo autor  

3.5 Origem e preparo dos antibióticos e do brometo de etídio  

 Para os testes de suscetibilidade bacteriana pelas substâncias em associação com 

antibióticos, os fármacos utilizados foram da classe dos aminoglicosídeos (amicacina e 

gentamicina). Foram utilizados também antibióticos específicos para as bombas de cada 

bactéria: Eritromicina para a bomba MrsA contido na cepa RN4220; Tetraciclina para a 

bomba Tet k contida na cepa IS-58; e Norfloxacina para a bomba NorA contida na cepa 

1199B, com também esse antibiótico foi utilizado para a cepa selvagem. Todos os 

antibióticos foram inicialmente dissolvidos em DMSO a 10 mg/mL e posteriormente 

diluídos em água, diminuindo a concentração para 1024 µg/mL. O brometo de etídeo foi 

diluído em água em uma concentração de 1024 µg/mL. Tantos os antibióticos quanto o 

brometo de etídio foram obtidas pela da SIGMA Chemical Co. St. Louis, E.U.A.  

3.6 Preparo e padronização dos inóculos  

 Nos ensaios de Concentração Inibitória Mínima (CIM) foram preparados inóculos 

oriundos a partir dos estoques. Desse estoque foi cultivado novamente em meio sólido 

Heart Infusion Agar slants e mantido a 37 oC. A partir desse meio sólido foi feito inóculo 

utilizando tubos de ensaio contendo solução salina estéril, e esse inóculo teve como base 

a escala Mcfarland 0.5 que corresponde a 105 UFC (Unidades Formadoras de Colônias). 

Esse método padrão de inoculo foi utilizado tanto nos ensaios de CIM das substâncias 

quanto na verificação da modulação e da atividade de inibição de bomba de efluxo. 

3.7 Ensaios de concentração inibitória mínima 

 Foi realizado o ensaio de concentração inibitória mínima dos compostos. Também 

foi realizado com o brometo de etídeo e com os antibióticos para confirmar o nível de 
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resistência corroborando com a presença da bomba. A partir do estoque em meios sólido 

HIA foi feito uma repicagem em HIA e mantido em estufa bacteriológica a 37 oC por 24h. 

Após esse período foi utilizado inóculos em solução salina de acordo com a escala de 

Mcfarland 0,5 que corresponde a 105 UFC (Unidade Formadora de Colônia). Seguindo 

os ensaios, foi preparado o meio de distribuição em eppendorfs utilizado 100 µL do 

inóculo em 900 µL do meio de cultura liquido BHI. Posteriormente o conteúdo do 

eppendorf foi transferido para placa de microdiluição de 96 poços, em sentido horizontal. 

Sendo que foi utilizado 100 µL em cada poço, perfazendo 10 poços. Após essa etapa, foi 

realizada a microdiluição das substâncias sendo 100 µL nesse meio até penúltima 

cavidade (1:1). Na última cavidade não foi adicionada por ser o controle de crescimento. 

As concentrações variaram de 1024 µg/mL a 2 µg/mL. Após 24h foi realizada a leitura 

das placas por visualização de mudança de cor do meio caracterizado pela adição de 20 

µL de resazurina (7-hidroxi-3H-fenoxazina-3-ona 10-óxido). A leitura desse experimento 

tem como característica, a mudança de cor do meio de azul para vermelho indicando à 

presença de crescimento bacteriano e a permanência em azul, a ausência de crescimento. 

Todos os experimentos foram realizados em triplicatas.  

 

Figura 3- Ensaio da concentração inibitória mínima  

 
      Fonte: Autor 
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3.8 Ensaios de inibição de bomba de efluxo por redução do CIM do brometo de 

etídeo  

 Para verificar o efeito de redução do CIM do brometo de etídeo, foi utilizado 

inóculos a partir de placas incubadas em estufa bacteriológica por 24h a 37 ºC com o 

repique do estoque. Após esse período foi utilizado inóculos em solução salina de acordo 

com Mcfarland 0.5 que corresponde a 105 UFC (Unidades Formadoras de Colônias). 

Como etapa inicial, foi preparado em eppendorfs o meio de distribuição do teste e do 

controle. No teste foram colocados 150 µL do inóculo, mais substância em concentração 

sub-inibitória (CIM/8) e completado o volume do eppendorf até o volume de 1,5 mL. 

Para o controle foi colocado o mesmo volume de inoculo do teste e completado o volume 

do eppendorf até 1,5 mL. Em seguida foram transferidos para placas de microdiluição de 

96 poços, com distribuição vertical, caracterizada pela adição de 100 µL do conteúdo do 

eppendorf em cada poço. Após essa etapa foi realizada a microdiluição do brometo de 

etídeo, sendo 100 µL nesse meio até penúltima cavidade (1:1). A solução de brometo de 

etídeo utilizada neste ensaio foi à citada anteriormente. Na última cavidade não foi 

adicionada por ser o controle de crescimento. As concentrações variaram de 1024 µg/mL 

a 0,5 µg/mL. Após 24h foi realizado a leitura das placas por visualização de mudança de 

cor do meio caracterizado pela adição de 20 µL resazurina (7-hidroxi-3H-fenoxazina-3-

ona 10-óxido). Sendo que, a leitura tem como característica a mudança de cor do meio de 

azul para vermelho indicando à presença de crescimento bacteriano e a permanência em 

azul a ausência de crescimento. A redução do CIM do brometo de etídeo ou de antibiótico 

específico, em cepas portadoras de bomba de efluxo, é um indicativo de inibição de 

bomba de efluxo. Todos os experimentos foram realizados em triplicatas. Esse ensaio 

com brometo de etídeo foi realizado apenas para o ácido tânico.  

3.9 Ensaios de inibição de bomba de efluxo por redução do CIM do antibiótico  

 Para verificar o efeito de redução do CIM do antibiótico, foi utilizado inóculos a 

partir de placas incubadas em estufa bacteriológica por 24h a 37 ºC com o repique do 

estoque. Após esse período foi utilizado inóculos em solução salina de acordo com a 

escala de Mcfarland 0.5 que corresponde a 105 UFC. Como etapa inicial foi preparado em 

eppendorfs o meio de distribuição do teste e do controle. No teste foram colocados 150 

µL do inóculo, mais substância em concentração sub-inibitória (CIM/8) e completado o 

volume do eppendorf até o volume de 1,5 mL. Para o controle foi colocado o mesmo 

volume de inóculo do teste e completado o volume do eppendorf até 1,5 mL. Em seguida 
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foram transferidos para placas de microdiluição de 96 poços, com distribuição vertical, 

caracterizada pela adição de 100 µL do conteúdo do eppendorf em cada poço. Após essa 

etapa foi realizada a microdiluição do antibiótico, sendo 100 µL nesse meio até penúltima 

cavidade (1:1). Na última cavidade não foi adicionada por ser o controle de crescimento. 

As concentrações variaram de 1024 µg/mL a 0,5 µg/mL. A solução do antibiótico 

utilizada foi à preparada anteriormente, sendo que para cada cepa foi utilizado um 

antibiótico específico para uma bomba de efluxo presente. Após 24h foi realizado a leitura 

das placas por visualização de mudança de cor do meio caracterizado pela adição de 20 

µL de resazurina (7-hidroxi-3H-fenoxazina-3-ona 10-óxido). Sendo que, a leitura tem 

como característica a mudança de cor do meio de azul para vermelho indicando à presença 

de crescimento bacteriano e a permanência em azul a ausência de crescimento. Todos os 

experimentos foram realizados em triplicatas. A redução do CIM do brometo de etídeo 

ou de antibiótico específico, em cepas portadoras de bomba de efluxo, é um indicativo de 

inibição de bomba de efluxo. 

 

3.10 Análise estatística dos resultados microbiológicos  

 Os resultados dos testes foram feitos em triplicata e expressados em média 

geométrica. Na análise estatística foi utilizada ANOVA de uma via, seguida do post hoc 

Tukey ou Bonferroni usando GraphPad Prism 5.0. Em algumas análises foi utilizado o 

teste T.   
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4 RESULTADOS E DISCUSSÕES 
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4.1 ARTIGO 1: IN SILICO EVALUATION OF THE ANTIBACTERIAL AND 

MODULATORY ACTIVITY OF LAPACHOL AND NOR-LAPACHOL DERIVATES. 

PUBLICADO (MICROBIAL PATHOGENESIS). FATOR DE IMPACTO = 3,738. 
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4.2 ARTIGO 2: EFFECT OF HYDROXYAMINES DERIVED FROM LAPACHOL 

AND NORLACHOL AGAINST Staphylococcus aureus strains CARRYING THE 

NORA EFFLUX PUMP. PUBLICADO (INFECTION GENETICS AND 

EVOLUTION). FATOR DE IMPACTO = 3,342. 
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4.3 ARTIGO 3: INHIBITION OF Staphylococcus aureus TetK and MsrA EFFLUX 

PUMPS BY HYDROXYAMINES DERIVED FROM LAPACHOL AND 

NORLACHOL. PUBLICADO (JOURNAL OF BIOENERGETICS AND 

BIOMEMBRANES).  FATOR DE IMPACTO = 3,342. 
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4.4 ARTIGO 4: UPLC/QTOF-MS/MS analysis and antibacterial activity of Commiphora 

leptophloeos (Mart.) J. B. Gillett against multi-drug resistant Staphylococcus aureus and 

Pseudomonas aeruginosa PUBLICADO (JOURNAL OF HERBAL MEDICINE).  

FATOR DE IMPACTO = 3,030. Este artigo foi resultado de um ensaio piloto para 

padronização da metodologia. 
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5 CONCLUSÕES  

 

 O estudo in silico de hidroxiaminas derivadas de lapachol e norlachol sugeriram 

possíveis atividades para o 2-(2-hidroxi-etilamina)-3-(2-metil-propenil)-

[1,4]naftoquinona molécula como um potencial agente antibacteriano sobre DNA 

replicativo heli case e proteínas RecA, destacando a presença de outros alvos que 

pode ser útil para a pesquisa farmacológica. 

 

 As substâncias testadas não demonstraram um efeito antibacteriano satisfatório 

em termos de CIMs frente a cepas padrões e multirresistentes. No entanto, os 

compostos reduziram as CIMs de gentamicina e amicacina quando usadas em 

associação, contra S. aureus e P. aeruginosa. Nesse contexto, a combinação das 

substâncias com os aminoglicosídeos podem ser uma alternativa terapêutica para 

enfrentar a resistência bacteriana aos antibióticos. 

 

 Os compostos testados quando associados a norfloxacina e brometo de etídio 

frente as cepas de  S. aureus 1199B e S. aureus 1199, multiressistentes e selvagens 

respectivamente, apresentaram uma redução significativa em suas CIMs, sendo 

este efeito atribuído a uma inibição da bomba de efluxo NorA pelos compostos 

testados.  Uma correlação foi traçada entre a interação dos compostos e a bomba 

de efluxo NorA através de ancoragem molecular, que demonstrou uma alta 

afinidade. 

 

 As substâncias demonstraram efetividade em diminuir as CIMs da eritromicina, 

tetraciclina e do brometo de etídio, provavelmente pela inibição da proteína MsrA 

de efluxo de macrolidio e da bomba de efluxo de tetraciclina TetK, presentes em 

cepas de S. aureus.  
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