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Vocês perguntam: “Qual é a nossa meta? Posso responder numa única 

palavra: vitória! Vitória a todo custo, vitória apesar de todo o terror, vitória por 

mais longo e difícil que o caminho possa ser, pois sem vitória não há 

sobrevivência.” 

(CHURCHILL, 2018)  



 
 

 

RESUMO 
 
 
 

A busca por novos compostos bioativos é motivada pela necessidade de se 

obter resultados terapêuticos mais eficazes que atuem de forma seletiva no 

tratamento de doenças. Neste cenário, os derivados dos tiazóis e das 

tiazolidinedionas têm sido bastante explorados devido a sua vasta gama de 

atividades biológicas descritas na literatura. O objetivo deste trabalho foi determinar 

o efeito citotóxico e antibacteriano de novos derivados de tiazolidinedionas (série ST 

e NW) e tiazol (série NJ). Para isso, 19 compostos foram testados, sendo 14 usados 

para a atividade antibacteriana e 19 para a atividade anticâncer. Para os testes de 

concentração inibitória mínima (CIM) e de inibição de bomba de efluxo por redução 

do CIM do antibiótico foram usadas as cepas de Staphylococcus aureus, 1199 

(selvagem) e 1199B (mutante). Os derivados testados apresentaram ausência da 

atividade antibacteriana relevante, pois o CIM ≥ 1024 µg/mL. Os compostos NJ16, 

NJ17 e NJ18, quando associados à norfloxacina, reduziram em três vezes a CIM 

desta droga, indicando uma possível inibição da bomba NorA. No estudo de docking 

molecular, o NJ16 e NJ17 apresentam interações importantes que justificam a 

inibição da NorA. O docking associado ao resultado da redução da concentração 

inibitória com as cepas portadoras NorA, sugere uma possível inibição da bomba de 

efluxo pelos compostos tiazólicos e tiazolidínicos. A atividade antitumoral foi avaliada 

frente a diversas linhagens de células cancerígenas humanas HL-60 (Leucemia 

promielocítica aguda), K562 (Leucemia mielocítica crônica), NCI-H292 (Carcinoma 

mucoepidermoide de pulmão), HCT116 (Câncer de cólon), HT-29 (Adenocarcinoma 

de cólon), MCF-7 (Adenocarcinoma de mama), P815 (Mastocitoma) e célula normal, 

L929 (fibroblasto) e PBMC (células nucleares do sangue periférico humano).  Os 

derivados NJ20 e NW05 foram os que apresentaram maior potencial de 

citotoxicidade. A NJ17 foi mais citotóxica para a linhagem P815 e a NJ20 se 

destacou por apresentar seletividade frente a cinco das oito linhagens testadas, 

sendo mais ativas nas linhagens HL-60, K562, NCI-H292, HT29 e MCF7. Entre as 

tiazolidinedionas, a ST04 foi mais citotóxica para a linhagem HL-60, enquanto a 

NW05 apresentou potencial inibitório para as linhagens K562, NCI-H292, HCT116 e 

HT29. Em relação a atividade citotóxica em PBMCs dos derivados dos tiazóis e das 

tiazolidinedionas neste trabalho demostraram-se baixa toxicidade para as células 

normais. A atividade hemolítica em eritrócitos humanos dos tiazóis (NJ) e das 



 
 

 

tiazolidinedionas (ST e SW) exibiram uma CE50 > 200 μg/mL, não apresentando 

efeito hemolítico. Estes resultados sugerem que os compostos em estudo têm 

potencial antiproliferativo, no entanto, é necessário a continuidade dos estudos na 

investigação do modo de ação das moléculas mais promissoras.   

 

Palavras-chave:  Citotoxicidade. Atividade anticâncer. Staphylococcus aureus. Bomba 

de efluxo NorA. Resistência bacteriana.  

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 
 

 

ABSTRACT 
 
 

The search for new bioactive compounds is motivated by the need to obtain 

more effective therapeutic results that act selectively in the treatment of diseases. In 

this scenario, the derivatives of thiazoles and thiazolidinediones have been 

extensively explored due to their wide range of biological activities described in the 

literature. The objective of this work was to determine the cytotoxic and antibacterial 

effect of new derivatives of thiazolidinediones (series ST and NW) and thiazole 

(series NJ). For this, 19 compounds were tested, 14 used for antibacterial activity and 

19 for anticancer activity. Strains of Staphylococcus aureus, 1199 (wild) and 1199B 

(mutant) were used for the tests of minimal inhibitory concentration (MIC) and efflux 

pump inhibition by reducing the antibiotic MIC. The tested derivatives showed 

absence of relevant antibacterial activity, as the MIC ≥ 1024 µg / mL. The 

compounds NJ16, NJ17 and NJ18, when associated with norfloxacin, reduced the 

MIC of this drug three times, indicating a possible inhibition of the NorA pump. In the 

molecular docking study, NJ16 and NJ17 present important interactions that justify 

NorA inhibition. The docking associated with the result of the reduction of the 

inhibitory concentration with the NorA carrier strains, suggests a possible inhibition of 

the efflux pump by the thiazolic and thiazolidine compounds. Antitumor activity was 

evaluated against several human cancer cell lines HL-60 (Acute Promyelocytic 

Leukemia), K562 (Chronic Myelocytic Leukemia), NCI-H292 (Mucoepidermoid 

Carcinoma of the Lung), HCT116 (Colon Cancer), HT-29 ( Colon adenocarcinoma), 

MCF-7 (Breast adenocarcinoma), P815 (Mastocytoma) and normal cell, L929 

(fibroblast) and PBMC (human peripheral blood nuclear cells). The NJ20 and NW05 

derivatives showed the greatest potential for cytotoxicity. NJ17 was more cytotoxic 

for the P815 strain and NJ20 stood out for its selectivity in relation to five of the eight 

tested strains, being more active in the HL-60, K562, NCI-H292, HT29 and MCF7 

strains. Among the thiazolidinediones, ST04 was more cytotoxic for the HL-60 strain, 

while NW05 showed inhibitory potential for the K562, NCI-H292, HCT116 and HT29 

strains. Regarding the cytotoxic activity in PBMCs derived from thiazoles and 

thiazolidinediones in this work, low toxicity to normal cells was demonstrated. 

Hemolytic activity in human erythrocytes from thiazoles (NJ) and thiazolidinediones 

(ST and SW) exhibited an EC50> 200 μg / mL, with no hemolytic effect. These results 

suggest that the compounds under study have antiproliferative potential, however, it 



 
 

 

is necessary to continue studies in the investigation of the mode of action of the most 

promising molecules. 

 

Keywords: Cytotoxicity. Anticancer activity. Staphylococcus aureus. NorA efflux 

pump. Bacterial resistance. 
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1 INTRODUÇÃO 

 
Observa-se que as doenças infecciosas deixaram de ser a principal causa de 

mortes no mundo e no Brasil, tendo esse lugar preenchido pelas neoplasias, 

cardiopatias e doenças do aparelho circulatório (WHO, 2019).  

O câncer é uma patologia multifatorial que resulta de uma série de eventos 

moleculares, na qual alteram, fundamentalmente, as propriedades normais das 

células. Nas células cancerígenas, os sistemas de controle normais que impedem o 

crescimento excessivo de células e a invasão de outros tecidos estão desabilitados. 

De acordo com estimativas, o aumento da incidência e mortalidade por câncer, tem 

tornado esta doença a segunda maior causa de morte no mundo, responsável por 

9,6 milhões de óbitos em 2018 (BRAY et al., 2018; WHO, 2019).  

O tratamento dessa doença é feito através de cirurgia, radioterapia e 

quimioterapia, sendo a quimioterapia, a mais utilizada. A resistência aos 

quimioterápicos clássicos e/ou novos medicamentos direcionados continua a ser um 

grande problema nas terapias contra o câncer. A resistência aos medicamentos, 

existente antes do tratamento ou gerada após a terapia, é responsável pela maioria 

das recidivas de câncer, uma das principais causas de morte da doença (WANG; 

ZHANG; CHEN, 2019). 

Por outro lado, tem havido um aumento significativo de casos de resistência 

bacteriana, sobretudo em pacientes imunodeprimidos, causando um problema sério 

em pacientes imunocomprometidos, incluindo pacientes com câncer. Estudos tem 

apontado a relação entre a incidência de doença cancerígena e resistência 

bacteriana, como o câncer de colón, leucemia, neoplasia ginecológica, entre outros 

(CORNEJO-JUÁREZ et al., 2007; DELEBARRE et al., 2019).  

Mundialmente ocorre uma maior incidência de linhagens bacterianas 

resistentes a múltiplas drogas, principalmente em meio hospitalar, que aumentam a 

mortalidade e os custos inerentes às prestações dos cuidados de saúde, bem como 

as taxas de mortalidade por infecções (AWASTHI; PANT; DAHAL, 2015; NEUPANE 

et al., 2016). O uso de antibacterianos está relacionado a utilização desnecessária 

ou erro na escolha do tipo, dose, via de administração e duração do tratamento 

(CARNEIRO, 2006).  
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Diante do exposto, pesquisadores tem se empenhado na busca de novos 

fármacos contra o câncer e no combate a infecções bacterianas, para se chegar a 

tratamentos mais eficazes e que provocam menos efeitos colaterais.  

Entre os fármacos que merecem atenção estão os derivados da 

tiazolidinediona e dos tiazóis. Os compostos derivados das tiazolidinedionas são 

conhecidas por apresentar diversas atividades biológicas, entre elas: atividade 

antimicrobiana, antituberculose, antihiperglicêmica e antitumoral (FRÖHLICH; 

WAHL, 2015; KHAN; PATEL; PATEL, 2018; NAIM et al., 2017; WANG et al., 2018).  

Os tiazóis também apresentam atividades biológicas, tais como: antitumoral, 

antibacteriana, antidepressiva, leishmanicida e anti-inflamatória (ALIANÇA et al., 

2017; LEFRANC et al., 2013; LU et al., 2012; SHAFI et al., 2012).  

Desse modo, o conjunto dos resultados que foram obtidos neste trabalho, 

poderão auxiliar na elucidação da ação biológica de novas moléculas derivadas das 

tiazolidinedionas e dos tiazóis que apresentem atividades inibitórias contra as 

linhagens de células tumorais humanas e linhagens bacterianas resistentes. 
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1.1. OBJETIVOS  

 

1.1.1 OBJETIVO GERAL 

 

 Determinar o efeito citotóxico e antibacteriano de novos derivados de 

tiazolidinediona e tiazol.  

 

1.1.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

 
 Determinar o efeito citotóxico de derivados da tiazolidinediona e tiazol em 

linhagens celulares tumorais e linfócitos humanos; 

 Investigar a atividade hemolítica das substâncias em eritrócitos humanos; 

 Determinar o efeito citotóxico em cepas bacterianas sensíveis e resistentes a 

fármacos; 

 Mostrar a interação dos componentes isolados de tiazolidinedionas e tiazóis 

com a norfloxacina, como possíveis inibidores da bomba de efluxo, a partir do 

ensaio de inibição de bomba de efluxo por redução da CIM do antibiótico; 

 Realizar o ensaio de interação in silico dos compostos mais ativos com a 

proteína de efluxo NorA. 
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2 REFERENCIAL TEÓRICO 

 
Com o aumento da resistência bacteriana ao tratamento com antibióticos e 

também o aumento da incidência e mortalidade por câncer, a atenção tem sido 

voltada para o desenvolvimento de novos fármacos com ação antibacteriana e 

antitumoral. Os antibióticos são substâncias produzidas sinteticamente, com a 

função de suprimir o crescimento de microrganismos. Já os quimioterápicos por sua 

vez, utilizados para o tratamento de diversos tipos de neoplasias, têm como objetivo 

destruir a célula tumoral. 

Pesquisas por novos compostos que sejam eficazes no tratamento e na cura 

de doenças infecciosas e tumorais têm resultado na produção de novos fármacos 

com largo espectro de atividades biológicas (GLICKMAN; SAWYERS, 2012). Neste 

contexto, derivados tiazolidínicos e tiazólicos, têm se destacado por apresentarem 

essas propriedades. 

 
 

2.1 TIAZOLIDINEDIONAS 

As tiazolidina-2,4-dionas (Figura 1) são uma classe de compostos derivados 

da tiazolidina. Os mesmos são constituídos de um anel de 5 membros, contendo um 

átomo de enxofre e um átomo de nitrogênio nas posições 1 e 3, respectivamente, 

uma carbonila na posição 4, bem como podendo apresentar diversos substituintes 

nas posições 2, 3 e 5 (PANICO; POWELL; RICHER, 1995; SINGH et al., 1981). 
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Figura 1 – Núcleo Tiazolidina (A) e derivados Tiazolidina-2,4-diona (B). 
 

 
A tiazolidina-2,4-diona é um sistema de anel heterocíclico com múltiplas 

aplicações. Seu núcleo tem sido relatado por ser responsável pela maior parte das 

suas ações farmacológicas. Os seus derivados representam uma classe bem 

conhecida de medicamentos e substâncias patenteados em diferentes fases da 
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pesquisa. A importância tiazolidinedionas (TZDS) se dá pela viabilidade de sua 

síntese, podendo ser preparados em poucas etapas sintéticas, com produtos 

acessíveis, metodologia eficaz e economicamente viável obtendo-se produtos com 

bons rendimentos. Seu uso em síntese orgânica tem se tornado cada vez mais 

importante (OLIVEIRA, 2018).  

Os compostos derivados das tiazolidinedionas são conhecidos por influenciar 

a regulação de diferentes cascatas moleculares e apresentar diversas atividades 

biológicas, tais como: atividade antimicrobiana (GOUVEIA et al., 2009; KHAN; 

PATEL; PATEL, 2018), antituberculose (SINGHAL et al., 2014), antiviral (MOUSAVI 

et al., 2019), antiartrítica (JAIN; VORA; RAMAA, 2013), doenças metabólicas 

(KRAAKMAN et al., 2018; WANG et al., 2018), neurodegenerativas (PÉREZ; 

QUINTANILLA, 2015), hipoglicemiantes (ARAÚJO et al., 2012), antitumoral 

(FRÖHLICH; WAHL, 2015; SHU et al., 2016), antioxidante (MISHRA; SACHAN; 

CHAWLA, 2015; WANG et al., 2017), antichagásica  (MOREIRA et al., 2013), anti-

inflamatória (MATHEWS; KOTHARI; GALDO, 2016), entre outras. 

Estudo realizado por Patil et al. (2010), foi avaliado a atividade antiploriferativa 

sintetizaram dos derivados 5-benzilideno-2,4-tiazolidinadiona e observaram que o 

derivado 2-[4-[ (2,4-dioxotiazolidin-5-il-ideno) metil] fenoxi]-N-[3-(triflurometil)-fenil] 

acetamida mostrou-se o mais promissor no teste preliminar de atividade 

antiproliferativa, apresentando citotoxicidade frente a cinco linhagens testadas: 

MCF7 (câncer de mama), PC3 (câncer de próstata), KB (câncer nasofaríngeo), 

GURAV (câncer oral) e K562 (leucemia). 

Em estudos realizados por Rodrigues et al. (2018) em derivados de 

tiazolidinediona, foi verificado que alguns derivados apresentaram citotoxicidade 

frente a linhagem de células de câncer de pulmão NCI-H292, com valor de CI50 de 

1,26 µg/mL. 

Trotsko et al. (2018), ao avaliarem a atividade antibacteriana de 2,4-dioxo-

tiazolidin-5-il-ilideno, derivados do ácido acético com a tiazolidina-2,4-diona, 

mostraram que estes derivados apresentavam atividade antibacteriana geralmente 

contra bactérias Gram-positivas, entre elas a Staphylococcus aureus, com CIM = 

3,91 mg/mL. Sindhu et al. (2015), ao avaliarem um derivado da tiazolidinedionas, (Z) 

-5- (arilideno) -3 - ((1-aril-1H-1,2,3-triazol-4-il) metil) tiazolidina-2,4-dionas, 

observaram que esses compostos químicos testados apresentavam uma boa 

atividade antibacteriana (CIM de 32 mg/mL). 
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2.2 TIAZÓIS 

 

O tiazol é um composto heterocíclico, possuindo heteroátomos de nitrogênio e 

enxofre como parte do anel aromático de cinco membros, conhecido como 1,3-azóis 

(Figura 2), descoberto por Hantzsch e Waber em 1887 (HANTZSCH; WEBER, 

2007), enquanto sua estrutura foi confirmada em 1889 (KASHYAP et al., 2012; 

SIDDIQUI et al., 2011; YADAV; DEVPRAKASH; SENTHILKUMAR, 2011).  
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Figura 2 – Estrutura do tiazol. 
 
 
 

De acordo com Rouf e Tanyeli (2015) e Chhabria et al. (2016), os tiazóis são 

encontrados em uma ampla variedade de moléculas bioativas e produtos naturais. O 

tiazol é utilizado como intermediário para fabricação de fármacos sintéticos, 

fungicidas e corantes e também é encontrado naturalmente na vitamina B1 (tiamina) 

(KASHYAP et al., 2012; PASQUALOTTO; THIELE; GOLDANI, 2010). 

O tiazol e seus derivados são importantes devido aos seus efeitos 

terapêuticos em várias doenças e têm sido de grande interesse e exploração 

científica, pois são acompanhados de quase todas as atividades biológicas e 

farmacológicas, como antimicrobiana (DALLOUL et al., 2018; TAKATE et al., 2019), 

antifúngica (DESAI et al., 2013; SADEK; AL-TABAKHA; FAHELELBOM, 2011), 

anticancerígena (AURELIO et al., 2016; TADESSE et al., 2017), anti-alzheimer 

(AGARWAL et al., 2018; RAHIM et al., 2015), anticonvulsionantes (PARTAP et al., 

2018; SIDDIQUI et al., 2017), antidiabética (CHARAYA et al., 2018), tratamento de 

alergias (PUTTA et al., 2017), antiviral (CONTI et al., 2019), anti-hipertensiva 

(FARGHALY et al., 2019), anti-inflamatória (SINHA; DOBLE; MANJU, 2018), 

infecções anti-HIV (KASRALIKAR et al., 2019) e muitas outras. 

Mohammadi-Farani et al. (2014) sintetizaram uma série de derivados do 

feniltiazol com atividade anticancerígena in vitro contra o neuroblastoma (SKNMC), 

células de câncer de hepatocarcinoma humano (Hep-G2) e de mama (MCF-7) 
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usando o ensaio MTT e nenhum dos compostos sintetizados apresentaram atividade 

superior à doxorrubicina, mas os compostos N- (2-Nitrofenil) -2-p-toliltiazol-4-

carboxa-mida com para-nitro (CI50 = 10,8 μM) e N- (3-Nitrofenil) -2-p-toliltiazole-4-

carboxamida com metades de meta-cloro (CI50 = 11,6 μM) exibiram efeitos 

citotóxicos mais elevados em relação às linhagens celulares SKNMC e Hep-G2. 

Prasanna et al. (2010), sintetizaram derivados de 2,6-diamino-4,5,6,7-tetra-

hidrobenzo(d)tiazole como agente anti-leucêCIMo contra duas linhas celulares de 

leucemia humana, K562 (17,88 µM) e CEM (13,78 µM). Chang et al. (2012), através 

da série de carboxamidas tiazólicas 2-substituídas identificaram inibidores potentes 

da Akt com crescimento celular inibidores do câncer de próstata humano, nas 

linhagens LnCap (CI50 = 0,18 μM), PC3 (CI50 = 1,30 μM) e Du145 (CI50 =   0,17 μM). 

Com relação a atividade antimicrobiana, Mohil, Kumar e Mor (2014), 

sintetizaram alguns derivados tiazólicos, Indeno-[1,2-c]-pirazoles-1,3-dissubstituídos 

com potente atividade antimicrobiana contra S. aureus. Karale et al. (2014), 

observaram que o derivado 2-(4-fluorofenil)-4-metil-1,3-tiazole-5-carbo-hidrazida 

apresentou atividade contra Bacillus subtilis, Staphylococcus aureus e Echerichia 

Coli (CI50 = 20-50μM). 

 

2.3 RESISTÊNCIA BACTERIANA 

Desde a descoberta dos antibióticos, fenômenos de resistência foram 

descritos e cepas resistentes foram identificadas, como o surgimento de S. aureus 

resistente à penicilina devido à sua capacidade de degradar este antibiótico 

(RODRÍGUEZ-NORIEGA; SEAS, 2010). Com o surgimento de novos antibióticos 

como macrolídeos, glicopeptídeos e aminoglicosídeos imaginava-se que o problema 

seria resolvido, no entanto, as bactérias também apresentaram novos mecanismos 

de resistência e de difícil controle, tornando-as assim multirresistente (LIVERMORE, 

2012; STEEL et al., 2012; TONG et al., 2015) 

A resistência bacteriana tem tido impactos significativos na saúde da 

população (O’NEILL, 2016), no desenvolvimento global (JASOVSKÝ et al., 2016), e 

até mesmo na economia mundial (WBG, 2017). Na União Europeia são estimadas 

25.000 mortes anuais (O’NEILL, 2016). No Brasil, dados epidemiológicos sobre 

casos de infecções por bactérias resistentes são mal documentados, não se tendo a 

certeza do número certo de casos e mortes, embora se acredite que sejam milhares 
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de mortes por ano (GUIMARÃES, 2017). De acordo com o relatório do Grupo do 

Banco Mundial (WBG, 2017) sobre infecções resistentes a medicamentos, o não 

controle da resistência bacteriana representará um problema econômico para futuro, 

devido aos altos valores dos antibióticos, o que provocará um aumento das taxas de 

pobreza.  

A resistência bacteriana pode estar presente em indivíduos livres de 

antibióticos ou em ambiente que apresente concentração de antibióticos (AYDIN; 

INCE; INCE, 2015; BOSS; OVERESCH; BAUMGARTNER, 2016; LENSKI, 2017). De 

acordo com Rodríguez-Rojas et al., 2013), a resistência bacteriana é regulada por 

vários mecanismos de resposta que são ativados por espécies reativas de oxigênio, 

falhas na replicação ou pela presença de antibióticos.  

A resistência surge de estímulos naturais ou de modificações genéticas. A 

resistência natural ou intrínseca é um caráter constante de cepas da mesma espécie 

bacteriana e é um mecanismo permanente, determinado geneticamente e sem 

correlação com a dose de antibiótico (COX; WRIGHT, 2013). De acordo com Yarnell 

(2005), um exemplo que pode ser citado é a resistência de Proteus mirabilis às 

tetraciclinas por um processo natural de remoção do antibiótico; e a colistina, devido 

à presença de lipopolissacarídeos que diminui a afinidade dos antibióticos 

polipeptídicos ao seu local alvo.  

A capacidade do microrganismo de se adaptar a ambientes diferentes é em 

grande parte devido à aquisição de genes, capazes de fornecerem defesa contra 

uma ampla variedade de antibióticos (AYDIN; INCE; INCE, 2015; DI PIERRO, 2015). 

Como exemplo, a resistência à quinolona, modificando a girase de DNA em 

enterobactérias, ou mutases em genes que codificam a porina, resultando no 

bloqueio da entrada do antibiótico no microrganismo (PÉREZ; ROBLES, 2013). De 

acordo com Van Hoek et al. (2011), a aquisição de genes de resistência de uma 

cepa pertencente a uma espécie idêntica ou diferente, é dada por plasmídeos. 

 

2.3.1 Mecanismo de resistência a antibióticos 

As bactérias apresentam os seguintes mecanismos de resistência (Figura 3): 

a diminuição da permeabilidade da membrana, a alteração do sítio alvo, mecanismo 

enzimático e bomba de efluxo, entre outros (NAQUIN et al., 2015; XU et al., 2011). 
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Figura 3 - Mecanismos de resistência a antibióticos. 

Fonte: Adaptado de Khameneh et al. (2016). 

 

 

Alteração do sítio de ação - a maioria dos antibióticos liga-se especificamente 

a um ou mais alvos na célula bacteriana. Alterações na estrutura do alvo do 

antibiótico impedem a eficiente ligação ou diminuem a afinidade dessa interação, 

desse modo o antibiótico não reconhece mais o alvo na célula bacteriana 

(MOSQUITO et al., 2011). Geralmente, alterações do sítio alvo têm origem em 

mutações em genes da própria bactéria. Essas alterações impedem a ligação dos 

antimicrobianos, mas não interferem na função do alvo, a proteína. Assim, a bactéria 

mantém suas funções e foge da ação dos antibióticos. É um importante mecanismo 

de resistência das Gram-positivas e Gram-negativas, sendo bastante relevante para 

antibióticos como as quinolonas (altera as topoisomerases), penicilinas (altera PBP, 

Penicillin-Binding Proteins e resulta na resistência à oxacilina) e vancomicina (altera 

sítio de ligação da vancomicina na resistência dos Enterococcus) (ATEF et al., 2019; 

KAPOOR; SAIGAL; ELONGAVAN, 2017).  
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Alteração da permeabilidade - esta resistência encontra-se associada a 

bactérias Gram-negativa que tem uma membrana exterior com 40 % de 

lipopolissacarídeos, a qual proporciona uma barreira eficaz contra a penetração de 

antibióticos, dependendo da sua composição quíCIMa (GAO; VAN BELKUM; 

STILES, 1999; MALDONADO; SÁ-CORREIA; VALVANO, 2016).  

Para atingir o alvo e agir no meio intracelular (periplasma ou citoplasma), os 

antibióticos devem ultrapassar a membrana externa ou toda a parede celular. 

Antibióticos hidrofílicos (geralmente moléculas pequenas) devem atravessar a 

membrana externa por difusão passiva através de proteínas de membrana externa 

denominadas porinas ou Omps (Outer membrane proteins). A redução da 

permeabilidade da membrana externa pode ocorre por alterações na estrutura das 

porinas ou mesmo pela perda da porina, respectivamente, resultando em 

permeabilidade mais seletiva ou até mesmo impermeabilidade aos antibióticos. Este 

mecanismo pode afetar principalmente a entrada de antibióticos beta-lactâmicos e 

de fluoroquinolonas (TAFUR; TORRES; VILLEGAS, 2008; XU et al., 2006). 

Mecanismo enzimático - São enzimas que modificam antibióticos por 

transferência de grupo(s) químico(s) (acil, fosfato, nucleotidil ou ribitoil) para a 

molécula da droga, inativando aminoglicosídeos (amicacina, gentamicina), fenicóis 

(cloranfenicol) e macrolídeos (eritromicina, azitromicina e claritromicina) (CHUNG, 

2016; GARNEAU-TSODIKOVA; LABBY, 2016; GIEDRAITIENĖ et al., 2011).  

Bombas de efluxo - As bombas de efluxo são proteínas presentes na 

membrana celular que promovem o efluxo do antibiótico do meio intracelular para o 

extracelular (DZIDIC; SUSKOVIC; BLAZENKA, 2008). É um processo que exige 

gasto energético (JANGANAN et al., 2013; POS, 2009). Este mecanismo confere 

resistência, como por exemplo, às tetraciclinas, quinolonas, clorafenicol e os ß-

lactâmicos (GIEDRAITIENĖ et al., 2011). 

 

2.4 Staphylococcus aureus 

O Staphylococcus aureus são cocos Gram positivos e produtores da enzima 

catalase com aproximadamente 0,5 a 1,5 µm de diâmetro, imóveis, não esporulados 

e geralmente não encapsulados. É um microrganismo comensal e patógeno humano 

colonizador da pele e das membranas das mucosas de neonatos, crianças e adultos 

(TONG et al., 2015). Esta colonização predispõe à disseminação e subsequente 
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infecção endógena pela S. aureus (PALING et al., 2017). Entre os locais onde se 

pode encontrar o S. aureus estão o vestíbulo nasal (KASPAR et al., 2016), a mucosa 

da orofaringe (PETERSEN et al., 2013), na pele e no períneo, a mucosa do trato 

gastrointestinal (ACTON et al., 2009), vagina (BOURGEOIS-NICOLAOS et al., 2010) 

e axilas (KIM; SON, 2018).  

Aproximadamente 30 % da população humana é colonizada pela S. aureus e 

sua transmissão ocorre por contato direto entre as pessoas ou com objetos 

contaminados. A maioria dos portadores é assintomática e o processo de infecção 

normalmente está associado a algum fator que diminui a resposta imunológica do 

indivíduo como doenças, terapias agressivas ou procedimentos médicos invasivos 

que abrem uma via de acesso para os microrganismos (GORDON; LOWY, 2008; 

KURODA et al., 2001). A S. aureus é responsável por diversas infecções, como 

bacteremia e endocardite infecciosa (EI), osteoarticular, tecidos moles e infecções 

(VERHOEVEN et al., 2014; WERTHEIM et al., 2005).  Uma vez que as barreiras 

naturais ficam comprometidas por trauma ou cirurgia, a S. aureus pode se alojar no 

tecido e provocar lesão local, caracterizando o processo infeccioso (WILLIAMS; 

NAKATSUJI; GALLO, 2017; ZHANG et al., 2015). Esta bactéria também traz riscos 

infecciosos para pacientes que fazem diálise (POPOVICH et al., 2018), para os 

queimados (CHEN et al., 2018), diabéticos (REVELES et al., 2016), HIV-

soropositivos (REID et al., 2017) e câncer (ROLSTON et al., 2017). As infecções 

cutâneas, por exemplo, podem apresentar foliculite simples (LAUREANO; 

SCHWARTZ; COHEN, 2014) e impetigo (COLE; GAZEWOOD, 2007), assim como 

furúnculos e carbúnculos, que afetam o tecido subcutâneo e produzem efeitos 

sistêmicos (CHEN et al., 2018). 

A S. aureus tem a habilidade de adquirir resistência a praticamente todos os 

antibióticos, penicilina, metacilina/oxalina, vancomicina, entre outros (FOSTER, 

2017). Essa capacidade de adaptação e de adquirir resistência é motivo de 

preocupação tanto com relação ao tratamento de infecções hospitalares, quanto nas 

adquiridas na comunidade. Essa resistência bacteriana, geralmente, ocorre por 

mutação, que resulta em uma alteração no sítio de ação do antibiótico e também 

pode ocorrer por aquisição de genes frequentemente envolvidos na expressão de 

proteínas que levam à inativação ou à destruição do antibiótico (FRIERI; KUMAR; 

BOUTIN, 2017). A S. aureus apresenta os seguintes mecanismos de resistências: 

redução das concentrações de antibióticos dentro da bactéria; modificação no alvo 
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do antibiótico por mutação genética ou modificação pós-transducional do alvo; e 

proteção do alvo do antibiótico por inativação do antibiótico por hidrólise ou 

modificações que o tornam não funcional (BLAIR et al., 2015). 

 Diekema et al. (2019), observaram a existência de 191.460 isolados de S. 

aureus (45 países de 1997 a 2016), dos quais 77.146 (40,3 %) eram MRSA 

(methicillin-resistant Staphylococcus aureus), e que variavam geograficamente entre 

26,8% de MRSA na Europa (47.293), 47,0 % na América do Norte (102.197), 38,7 % 

de MRSA na América Latina (17.474) e 40,3 % de MRSA na Ásia e Oceania 

(24.496). As MRSA são resistentes à meticilina (e normalmente a outros antibióticos 

frequentemente utilizados para tratar infecções provocadas pela S. aureus). 

 
 

2.5 SISTEMAS DE EFLUXO 

Uma das modificações moleculares para evitar que o antibiótico atinja ao seu 

sítio alvo, são os sistemas de efluxo ou bomba de efluxo (BAYLAY; PIDDOCK; 

WEBBER, 2019). De acordo com Du et al. (2018), é um mecanismo responsável 

pela resistência bacteriana a determinados antimicrobianos, que ocorre pelo 

bombeamento ativo de antimicrobianos do meio intracelular para o extracelular. A 

especificidade ao antibiótico pode variar em função do tipo de bomba de efluxo 

(NIKAIDO; PAGÈS, 2012). De acordo com Bhardwaj e Mohanty (2012) e Poole 

(2007), as bombas de efluxo podem direcionar sua energia da quebra de ATP para o 

transporte de substâncias, que por sua vez podem ser inibidas por agentes que 

inibem ATPases e também por íons, como sódio ou hidrogênio, que devem ser 

transportados para o interior da bactéria, em troca da retirada de antibióticos do 

ambiente intracelular. 

Segundo Hernando-Amado et al. (2016) e Nikaido e Li (2009), bombas de 

efluxo de múltiplas drogas constituem um grupo de portadores encontrados em 

organismos, e que contribuem para a resistência a compostos utilizados no 

tratamento de diferentes doenças, incluindo resistência a drogas anticâncer, 

antibióticos ou compostos antifúngicos. As bombas de efluxo bacteriano são 

classificadas em famílias de acordo com sua estrutura e sua demanda energética 

(Figura 4): superfamília ABC (ATP-binding cassettes), MATE (Multidrug and Toxic 

compound efflux), RND (resistance-nodulation cell division), SMR (small multidrug 

resistance family) e a superfamília MFS (Major facilitator) (KOURTESI, 2013; SUN; 
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DENG; YAN, 2014). As Bombas MFS prevalecem entre as S. aureus e incluem 

bombas de efluxo resistente a múltiplas drogas (MDR) LmrS, NorA, NorB, NorC, 

MdeA, SdrM e QacA/B e os transportadores específicos de tetraciclina Tet38 e TetK 

(LI; NIKAIDO, 2009). 

O padrão crescente de resistência a drogas entre diferentes patógenos levou 

ao desenvolvimento de vários inibidores de bomba de efluxo (IBE) que foram usados 

em combinação com os medicamentos existentes para a ressensibilização. 

Diferentes classes de IBE’s bacterianos foram sintetizadas até agora, entre elas, 

espécies borônicas (derivadas do ácido piridina-3-borônico substituídos em 6), que 

potencializou a atividade da ciprofloxacina em um aumento de 4 vezes em 

comparação com o composto original, além de promover a acumulação de brometo 

de etídio (EtBr) na SA1199B, corroborando seu modo de ação potencial como 

inibidores da NorA (FONTAINE et al., 2015). A fenotiazina (derivados 3-fenil-1,4-

benzotiazina), apresentou atividade em combinação com ciprofloxacina contra S. 

aureus ATCC 25923, sendo capaz de restaurar completamente a atividade da 

ciprofloxacina em uma cepa com superexpressão de norA (SA-K2378) e exibiram 

boa atividade contra SA-1199B, uma cepa que também superexpressa norA, em um 

ensaio de inibição de efluxo de brometo de etídio (EtBr) (SABATINI et al., 2008). Em 

relação aos derivados de fluoroquinolona contra S. aureus como substratos 

competitivos para a bomba de efluxo NorA, foi identificado um IBE baseado em 

nofloxacina que é um potente inibidor das bombas de efluxo MFS (NorA) e MATE 

(MepA) (SCHINDLER; JACINTO; KAATZ, 2013). A coadministração de um inibidor 

da bomba de efluxo (IBE) com antibióticos é, portanto, uma estratégia promissora 

contra as cepas clínicas resistentes (GILL; FRANCO; HANCOCK, 2015; ZHANG; 

MA, 2010). 
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Figura 4 – Sistemas de efluxo. 
Fonte: Adaptado de Piddock (2006). 

 
2.5.1 Bombas de efluxo NorA 

 A bomba de efluxo NorA (Figura 5), presente em S. aureus, é sintetizada pela 

expressão do gene norA, membro da grande superfamília facilitadora (MFS) que 

transporta ativamente vários antibióticos de resistência a fluoroquinolonas 

(ciprofloxacina e norfloxacina), cuja função é reduzir a sua concentração no interior 

do patógeno alvo, além de contribuir para o fenótipo MDR nestas bactérias (KUMAR; 

MUKHERJEE; VARELA, 2013).  
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Figura 5 – Bomba de efluxo NorA, família MFS. 

Fonte: Adaptado de Piddock (2006). 
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A NorA é uma bomba de efluxo bem caracterizada pela presença de 12 

segmentos transmembranas (PAULSEN; BROWN; SKURRAY, 1996) e está 

relacionada com a Bmr, uma bomba de efluxo de Bacillus subtilis (CHAMI et al., 

2002; STEINFELS et al., 2004). Têm 388 aminoácidos e uma massa molecular de 

42.385 KDa (YU; GRINIUS; HOOPER, 2002).  

A NorA protege a célula bacteriana contra compostos lipófilos e 

monocatiônicos como brometo de etídio, cetrimida, cloreto de benzalcônio, brometo 

tetrafenilfosfónio, acriflavina e derivados de fluoroquinolona contra S. aureus 

(KAATZ; SEO, 1995). A função fisiológica da NorA como transportador de múltiplas 

drogas já foi demonstrada com vesículas de membrana citoplasmática constituída de 

proteolipossomos. A regulação da expressão gênica da NorA ainda não é bem 

conhecida (YU; GRINIUS; HOOPER, 2002). Esse tipo de bomba já foi identificado 

em cepas de S. aureus: SA-1199B, SA-1199-3, SA-K1904, SA-K2361 e SA-K3092 

(SCHINDLER; JACINTO; KAATZ, 2013). Existem várias outras bombas de efluxo 

que são homólogas da NorA, tais como NorB e NorC, que foram descobertas em S. 

aureus, e todas são negativamente reguladas pela MgrA (anteriormente NorR) 

(SUN; DENG; YAN, 2014; TRUONG-BOLDUC; HOOPER, 2010).  

Segundo Thota et al. (2010), estudos estão sendo realizados para 

desenvolver novos agentes antibacterianos com NorA, capazes de prevenir a 

extrusão de drogas como meticilina, vancomicina e doxiciclina e identificar 

compostos que reduzam ou bloqueiem a atividade da bomba de efluxo. Entre esses 

compostos, os derivados da tiazolidinedionas e dos tiazóis podem se tornar uma 

nova classe para o desenvolvimento de drogas antibacterianas (KHILLARE et al., 

2017). 

 

2.6 CÂNCER: CONCEITO E CONSIDERAÇÕES GERAIS 

Durante muito tempo, pouco se sabia sobre o câncer, e era nula a capacidade 

dos médicos em evitar o sofrimento e as mortes que causava. O câncer passava 

despercebido na sociedade, e se constituía como parte de uma grande lista de 

doenças que impunha sofrimento e morte (DAVID; ZIMMERMAN, 2010) 

Historicamente, David e Zimmerman (2010), relataram que os egípcios já se 

referiam ao câncer como extensos inchaços no século 30 a.C. Ainda, conforme 

David e Zimmerman (2010), Hipócrates (410 a 360 a.C.), usou as palavras carcinos 
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(caranguejo) e carcinoma para descrever uma variedade de tumores e inchaços e 

por apresentar uma “aparência de caranguejo” de alguns tipos de câncer que deu 

origem à associação desses nomes com a doença.  

O câncer é considerado uma doença genética complexa, caracterizada pelo 

crescimento desordenado de suas células (INCA, 2017; SHEN; LAIRD, 2013). De 

acordo com Hanahan (2014), as mutações nos oncogenes (superexpressão) e nos 

genes supressores de tumor (silenciamento), favorecem a reativação ou modificação 

de programas celulares que controlam os processos de multiplicação, migração, 

diferenciação e apoptose (OUYANG et al., 2012; SUN; WANG, 2010). Dessa forma, 

as células malignas tornam-se diferentes das células normais por mostrarem 

capacidade de multiplicação ilimitada, autossuficiência quanto aos fatores de 

crescimento, manutenção da angiogênese, evasão da apoptose e potencial de 

invasão e migração para diferentes tecidos do organismo (HANAHAN; WEINBERG, 

2000).  

O processo de carcinogênese ocorre de forma lenta, podendo levar anos para 

células cancerosas se proliferarem e originarem um tumor visível (INCA, 2017). A 

carcinogênese é um processo complexo que ocorre em estágios múltiplos, 

envolvendo geralmente mais de uma alteração genética nos oncogêneses e nos 

genes supressores de tumor. Quando ocorrerem falhas nos sistemas de reparo e 

nos mecanismos de morte celular por apoptose, as células cancerígenas passam a 

proliferar de forma descontrolada, gerando os tumores (LABI; ERLACHER, 2015). 

O desenvolvimento do câncer está relacionado à exposição a fatores 

carcinógenos exógenos e endógenos (ADAMI et al., 2018). Os fatores carcinógenos 

exógenos correspondem a aproximadamente 80 % dos casos e inclui os hábitos 

alimentares (dietas inadequadas), estilo de vida (consumo excessivo de bebidas 

alcoólicas, sedentarismo, tabagismos e uso de drogas), agentes físicos (radiação 

ionizante e não ionizante), agentes químicos (produtos químicos) e agentes 

biológicos (Helicobacter pylori, vírus Epstein Barr, vírus do papiloma humano - HPV, 

vírus da hepatite B, parasitas como Schistosoma haemotobium e Clonorchis 

sinensis); enquanto que os fatores carcinógenos endógenos compreendem a 

constituição genética do indivíduo, idade, equilíbrio do sistema endócrino, danos ao 

sistema imunológico, condição fisiológica e inflamações de origem desconhecida, 

tais como, colite ulcerosa e pancreatite (BRAY et al., 2018; INCA, 2017). 
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2.7 MECANISMO RESISTÊNCIA EM CÉLULAS CANCERÍGENAS 

A resistência das células cancerígenas a classes estruturais e 

mecanicamente diferentes de drogas anticâncer é conhecida como resistência a 

múltiplas drogas (MDR) (GOTTESMAN et al., 2002). As células cancerígenas assim 

como células bacterianas, também apresentam tais mecanismos de resistência a 

medicamentos, representando um desafio na descoberta de novos agentes que 

possam reverter ou inibir tais mecanismos. Como exemplo pode-se citar 

transportadores membros da família ABC, como será detalhado mais adiantes, são 

conhecidos pela comunidade científica, dos oncologistas e pesquisadores do câncer 

por sua capacidade efluir compostos terapêuticos, o que leva a resistência aos 

medicamentos utilizados em tratamento. Estudos recentes sugerem que proteínas 

pertencentes à família ABC podem atuar com outras funções na biologia do tumor, 

porém, até o presente momento está comprovada sua correlação com as 

características do câncer e ao efluxo de substratos em células tumorais (FLETCHER 

et al., 2010). 

Silva et al. (2018) em seu estudo, correlacionou a ocorrência de resistência a 

quimioterápicos com seis mecanismos distintos todos ligados à acidez extracelular: 

transportadores de drogas por meio de efluxo, bomba de prótons, indução da via de 

Resposta às proteínas mal enoveladas (UPR) e autofagia.  

As células podem desenvolver um mecanismo de quimiorresistência ao 

expulsar a droga, por meio de um mecanismo de efluxo. Para isso, é necessária a 

ativação de glicoproteínas de membrana. As proteínas pertencentes à família dos 

transportadores de cassetes de ligação de ATP (ABC) é a principal família de 

transportadores de efluxo de drogas estando presentes nas membranas plasmáticas 

e nos compartimentos intracelulares (FAN et al., 2013; VISIOLI et al., 2014). Essas 

proteínas usam a energia da hidrólise de ATP para desempenhar importantes papéis 

fisiológicos no transporte de compostos hidrofóbicos contra seus gradientes de 

concentração, a partir de uma ampla variedade de substratos, incluindo peptídeos, 

lipídios e agentes quimioterapêuticos (GILLET et al., 2007; UEDA, 2011; YU 201). 

As bombas de prótons como V-ATPases são proteínas ativadas por ATP 

responsáveis pelo transporte de prótons contra seu gradiente de concentração. 

Transportam o soluto para o interior celular, mantêm a composição iônica intracelular 

e o equilíbrio osmótico entre os compartimentos intra e extracelular. A V-ATPase é 
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uma enzima presente na membrana de algumas organelas e na membrana 

plasmática das células, sendo importantes no transporte de prótons do citosol para o 

lúmen de vesículas intracelulares ácidas, bem como do citosol para o ambiente 

extracelular (LAM et al., 2001; LI et al., 2016).  

Nas células cancerígenas, a quantidade de V-ATPases é aumentado e ocorre 

o fenômeno do gradiente do pH inverso: as células tumorais exportam prótons 

tornando o pH extracelular muito ácido e pH intracelular neutro (FEDERICI et al., 

2014). Esse gradiente invertido do pH pode diminuir a absorção e retenção do 

fármaco no compartimento intracelular, tendo vista que a absorção dos fármacos 

depende do pH (PONTE-SUCRE et al., 2007; KRISHNAMURTHY et al., 2013).  

É importante compreender que absorção de agentes quimioterápicos em 

células cancerígenas depende do pH intra e extracelular, ou seja, drogas 

consideradas bases fracas requerem um pH intracelular ácido e um pH extracelular 

básico, para que sejam absorvidas. Sendo que quanto mais ácido o meio induzido 

pelo tumor, menor a absorção e ação de drogas fracamente básicos e maior é a 

absorção de medicamentos fracamente ácidos (RAGHUNAND; GILLIES, 2000). Isso 

ocorre porque as drogas que são ácido fracos têm afinidade com ambientes 

alcalinos e drogas fracamente básicas são absorvidos mais ativamente em 

microambientes ácidos. Ao tornar o microambiente ácido, o metabolismo tumoral 

induz o aprisionamento de íons, interferindo na distribuição do medicamento, 

gerando por exemplo maior acúmulo de quimioterápicos básicos nas áreas de baixo 

pH em tumores ácidos, em sua região extraceluar, o que dificulta a absorção do 

medicamento (RAGHUNAND; GILLIES, 2000; RAGHUNAND et al., 2003). 

Foi destacado por Silva et al. (2018), que a Resposta às proteínas mal 

enoveladas (UPR) e autofagia também parecem desempenhar influência na 

quimiorresistência causada pela acidez do microambiente. Como resposta hipóxia, 

privação de nutrientes e pH ácido, ocorre stress no retículo endoplasmático ativando 

a via UPR, ou seja, enquanto as bombas de prótons e os moduladores de efluxo de 

medicamentos causam resistência ao impedir que o medicamento entre na célula, 

os efeitos da ativação da UPR e da autofagia estão associados ao aumento da 

resistência à morte celular, em geral. 

 

2.8 RESISTÊNCIA A MÚLTIPLAS DROGAS EM CÉLULAS CANCERÍGENAS 

MEDIADA POR TRANSPORTADOR ABC  
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Os transportadores ABC são um grupo de proteínas transportadoras ativas 

que estão presentes tanto em procariontes, quanto em eucariontes (SHUKLA et al., 

2008; WU et al., 2011). Foram isoladas 49 proteínas dessa família. Ela ainda é 

dividida em sete subfamílias que vai de ABCA a ABCG. Estruturalmente, as 

proteínas ABC têm dois domínios de ligação a nucleotídeos (NBDs) e dois domínios 

de ligação transmembranar (TMDs) (TIWARI et al., 2011; WU et al., 2011). 

Foi comprovada até o momento a existência de aproximadamente 15 

proteínas ABC específicas, envolvidas na resistência a múltiplas drogas (MDR), 

dentre elas a Pgp, MRP1, MRP7 e BCRP (LI et al., 2016). Diversos estudos estão 

avaliando as funções secundárias dos transportadores ABC, além do efluxo de 

drogas, determinando se o aumento da expressão do transportador ABC contribui ou 

não para a progressão do câncer independentemente do efluxo da droga, utilizando 

para tais estudos, linhas de células tumorais ou pequenos cortes de tumores e 

verificando sua expressão de transportadores ABC (SZAKÁCS et al., 2004; 

STEINBACH et al., 2006; HEIMERL et al., 2007; GROUW et al., 2006; PARK et al., 

2006). 

Essas proteínas podem ser classificadas topologicamente com base na 

sequência dos domínios de ligação aos nucleotídeos, NBDs, também conhecidos 

como domínios ABC (DEAN; ALLIKMETS, 1995; DEAN et al., 2001; DEELEY et al., 

2006). No NDB esses domínios ABC são conservados evolutivamente, sendo 

responsáveis pela ligação e extrusão de substratos endógenos e xenobióticos para 

fora da célula (ASSARAF et al., 1994; ASSARAF, 2007). A região do NBD é 

responsável pela hidrólise do ATP via ATPase, sendo indispensável para conferir a 

resistência a múltiplas drogas (AMBUDKAR et al., 2006; DEAN, 2009; GOTTESMAN 

et al., 2002). 

Os quatro principais mediadores ABC do efluxo de drogas anticâncer das 

células, são: ABCB1 (ou MDR1/P-gp), ABCC1 (ou MRP1), ABCC10 (ou MRP7) e 

ABCG2 (ou BCRP/MXR). O ABCB1 foi o primeiro transportador ABC identificado 

(JULIANO; LING, 1976; UEDA et al., 1986). Foi possível comprovar uma correlação 

negativa entre a expressão ABCB1 com o perfil de sensibilidade do medicamento 

paclitaxel, um inibidor mitótico, sugerindo que a superexpressão dessa bomba de 

efluxo leva à resistência ao paclitaxel (ALVAREZ et al., 1995). A glicoproteína P (P-

gp) é um produto do gene ABCB1 (ou MDR1), está presente na superfície da 

membrana celular, sendo importante para a eliminação de toxinas do corpo (LAM et 
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al., 2001). É amplamente estudada e reconhecida por induzir resistência a múltiplas 

drogas em células cancerígenas, agindo como uma bomba de efluxo e 

transportando o quimioterápico para fora da célula (PONTE-SUCRE et al., 2007). 

A bomba de efluxo ABCC1 ou MRP1, foi encontrada pela primeira vez nas 

linhas celulares resistentes à antraciclina, como a H69AR e HL60 onde pose conferir 

resistência a tais medicamentos (BAKOS et al., 1998; COLE et al., 1992; KRUH; 

BELINSKY, 2003). Já a proteína ABCC10 contém três domínios presentes na 

membrana plasmática MSD1, MSD2 e MSD3 e dois domínios de nucleotídio (DENG 

et al., 2013; KRUH et al., 2007). É uma proteína que se expressa em altos níveis no 

câncer de pulmão de células não pequenas e leucemia mielóide aguda após 

quimioterapia, responsável pela resistência adquirida (HU et al., 2011). A 

superexpressão da proteína ABCG2 está correlacionada com a resistência clínica 

aos quimioterapicos na leucemia mielóide (TANG et al., 2012; VAN DEN HEUVEL-

EIBRINKET al., 2002). Sua superexpressão também foi observada em 

subpopulações de células-tronco e outros tumores, incluindo neuroblastomas, 

sarcomas de Ewing, câncer de mama, câncer de pulmão e glioblastomas 

contribuindo assim para a recaída (HIRSCHMANN-JAX et al., 2004). 

A exemplo de agonistas que possuem efeito inibidor de efluxo comprovado 

pode-se citar um derivado de fenil-aminotiazol, o masitinibe, que foi relatado como 

um inibidor de c-Kit, um receptor de membrana tipo tirosina-quinase, e PDGFR alfa e 

beta, um receptor do fator de crescimento derivado de plaquetas (DUBREUIL et al., 

2009; LE CESNE et al., 2010) e como inibidor da bomba de fluxo ABCC10 e ABCG2 

(KATHAWALA et al., 2014a, 2014b). Este medicamento também parece aumentar o 

efeito citotóxico e quimioterápicos em células que expressam ABCG2 (KATHAWALA 

et al., 2014a). Logo o estudo e desenvolvimento de compostos bioativos que 

possam agir na inibição de efluxo em células tumorais, são de extrema importância 

no combate a resistência na terapia do câncer. 
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3 MATERIAIS E MÉTODOS 

 

 
 
 

3.1 OBTENÇÃO DOS DERIVADOS 

 
 

Os derivados pertencentes as classes do tiazol (série NJ) e tiozolidinedionas 

(séries ST e SW) foram fornecidos pelo Laboratório de Química e Inovação 

Terapêutica (LQIT) da Universidade Federal de Pernambuco (UFPE), coordenado 

pela Profa. Dra. Maria do Carmo Alves de Lima. A síntese de derivados da série NW 

avaliados neste estudo foi obtida, conforme descrito por Silva et al. (2018). 

Um total de 19 amostras foram fornecidas, sendo seis tiazóis e treze 

tiazolidinedionas. A Tabela 1 apresenta os derivados das classes acima citados. 

 

Tabela 1 – Estruturas químicas dos derivados pertencentes as classes do tiazol 

(série NJ) e tiazolidinediona (séries ST e SW). 

 

Códigos Estruturas químicas 

 Derivados tiazólicos 
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NJ16 

 

NJ17 

 

NJ18 

 

NJ19 

 

NJ20 
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NJ21 

 

 Derivados tiazolidinediônicos 

ST01 

 

ST02 

 

ST03 

 

ST04 

 

ST05 

 

NW05 
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NW06 

 

NW07 

 

NW10 

 

NW17 

 

NW18 

 

NW19 

 

NW21 
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3.2 ATIVIDADE BIOLÓGICA ANTIBACTERIANA 

 

3.2.1 Linhagens bacterianas utilizadas 

Para essa atividade foram utilizadas duas linhagens de Staphylococcus 

aureus, SA 1199 e a SA 1199B, as quais expressam o gene norA, que codifica de 

proteína de efluxo NorA, este atuando principalmente frente às fluoroquinolonas 

(KAATZ; SEO, 1995; KAATZ; SEO; RUBLE, 1993). As estirpes foram gentilmente 

cedidas pelo professor Simon Gibbons (Universidade de Londres), e foram mantidas 

em infusão de coração em Agar. Antes dos ensaios, as linhagens foram cultivadas 

por 24 h a 35 oC em caldo de infusão de cérebro e coração. 

 

3.2.2 Substâncias utilizadas 

Dos 19 derivados, somente 15 foram utilizados, os pertencentes as classes 

dos tiazóis (série NJ) e das tiozolidinedionas (SW), fornecidos pelo Laboratório de 

Química e Inovação Terapêutica (LQIT) da Universidade Federal de Pernambuco 

(UFPE), coordenado pela Profa. Dra. Maria do Carmo Alves de Lima.  

 

3.2.3 Antibiótico 

O antibiótico utilizado, Norfloxacina e suas soluções estoque foram 

preparadas de acordo com as diretrizes da CLSI (CLSI., 2015). 

 

3.2.4 Teste da concentração inibitória mínima (CIM) 

Para distribuição na placa de CIMrodiluição foram preparados tubos 

eppendorf® contendo cada um deles 1 mL de solução contendo 900 µL de BHI 10 % 

e 100 µL da suspensão bacteriana, previamente diluída em solução salina de acordo 

com a escala de McFarland, 0.5, até estabelecer 105 UFC. A placa de 96 poços foi 

preenchida no sentido numérico, adicionando-se 100 µL desta solução em cada 

poço, procedendo-se a microdiluição seriada com 100 µL da solução da substância 

testada, variando nas concentrações de 512 a 0,5 µg/mL. As placas foram levadas à 

incubadora por 24 horas a 37 ºC (NCCLS, 2003). A revelação da CIM bacteriana foi 

feita utilizando-se 20 µL de resazurina. Sendo que a mudança de cor do meio de 
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azul para vermelho indica a presença de crescimento bacteriano e a permanência 

em azul, indica a ausência de crescimento. O controle negativo usado como medida 

de comparação para a substância testada foi o grupo do antibiótico norfloxacina. 

Todos os experimentos foram realizados em triplicatas.   

 

3.2.5 Ensaio de inibição de bomba de efluxo por redução do CIM do antibiótico 

Para verificar o efeito de redução da concentração inibitória mínima (CIM) do 

antibiótico, foram utilizados inóculos bacterianos preparados com solução salina 

anteriormente esterilizada e uma alíquota de bactérias recolhidas de placas de Petri, 

esta anteriormente incubadas em estufa bacteriológica por 24 h a 37 ºC, de forma 

que o inóculo final siga o padrão de turbidez correspondente a escala de McFarland 

0.5 que corresponde a 1,5 x 10 8 unidades formadoras de colônias (UFC) / mL. 

Como etapa inicial, foram preparados em eppendorfs®, o meio de distribuição 

correspondente às substancias testadas e os controles norfloxacina.  

No teste foram colocados 150 µL do inóculo da sub-inibitória (CIM/8), foi 

obtida utilizando-se como base o resultado do teste de concentração inibitória 

mínima, onde a concentração determinada como inibitória, foi em seguida dividida 

por oito e utilizada nessa etapa de avaliação de inibição de bomba de efluxo. Após 

colocar 150 µL do inóculo, foi complementado o eppendorf® com meio de cultura até 

atingir-se o volume de 1,5 mL. Para o controle foi colocado o mesmo volume de 

inóculo e completado o volume do eppendorf® novamente com BHI até atingir-se 1,5 

mL. Em seguida foram transferidos para placas de microdiluição de 96 poços, 

retirando-se 100 µL do conteúdo do eppendorf® e distribuído em cada poço. Em 

seguida foram realizadas a microdiluição do antibiótico, adicionando-se 100 µL deste 

no meio até penúltima cavidade, em uma proporção de 1:1. Na última cavidade não 

foi realizada microdiluição por ser o controle de crescimento bacteriano. As 

concentrações variaram de 512 µg/mL a 0,5 µg/mL, do primeiro ao último poço, 

respectivamente. Para o controle do antibiótico foi utilizada a solução preparada 

anteriormente. Após 24h foi realizado a leitura das placas da mesma forma citada no 

item 4.3.4. Todos os experimentos foram realizados em triplicatas. A redução da CIM 

do 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. 
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3.3 ESTUDOS DE MODELAGEM MOLECULAR  

3.3.1 Procedimento de modelagem e ancoragem da NorA (docking) 

A previsão da estrutura tridimensional e a identificação de potenciais bolsões 

de ligação de efluxo de NorA é baseada na concordância do estudo de Dos Santos 

et al. (2018). As simulações de acoplamento foram realizadas pelo servidor 

SWISSDOCK (www.swissdock.ch/) (GROSDIDIER; ZOETE; CIMHIELIN, 2011). 

Todas as coordenadas das estruturas químicas foram geradas usando CORINA e a 

carga parcial Gasteiger também foi utilizada. Antes de realizar o acoplamento 

molecular, a proteína NorA foi modelada de acordo com Dos Santos et al. (2018) e 

todos os arquivos foram preparados usando ferramenta de preparação Dock 

disponível no pacote de software livre UCSF Chimera. As corridas de ancoragem 

(Docking) flexíveis foram executadas às cegas cobrindo toda a proteína e definindo 

uma região de coordenadas de interesse com 5 Å desta coordenada (x = -29,78, y = 

49,65, z = 71,78 e tamanho de caixa com x = 46,00, y = 38,00 e z = 30.00) da 

proteína como bolsa de ligação para garantir uma abordagem de encaixe cego. Os 

resultados do docking foram visualizados com a ajuda do programa de visualização 

UCSF Chimera e o Discovery studio (DS) foi utilizado para detalhar como os tiazóis 

(NJ 16 e NJ 17) interagiam com o NorA. 

 

3.4 ATIVIDADE BIOLÓGICA TUMORAL IN VITRO 

 

3.4.1 Linhagens celulares 

 
As linhagens tumorais (Tabela 2) utilizadas para a avaliação da atividade 

antitumoral foram obtidas da seção de culturas celulares do Banco de Células do Rio 

de Janeiro e mantidas de acordo com o protocolo estabelecido pelo Laboratório de 

Cultura de Células do Departamento de Antibióticos da Universidade Federal de 

Pernambuco. 

 

Tabela 2 – Linhagens celulares utilizadas nos experimentos de citotoxicidade in vitro. 

Linhagem 
celular  

Doença  

 

Origem  

 

Meio de 
cultivo  

Concentração  
(células/mL)  
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HL-60 Leucemia 
promielocítica 
aguda 
   

Humana RPMI  
 

0,3 x 106  
 

K562 Leucemia 
mieloide crônica  

Humana RPMI 0,3 x 106  
 

NCI-H292 Carcinoma 
mucoepidermoide 
de pulmão  
 

Humana DMEM 105 

HCT116 Câncer de cólon 
humano 
 

Humana DMEM 105 

HT29 Adenocarcinoma 
de cólon  
 

Humana DMEM 105 

MCF7 Adenocarcinoma 
de mama 
humano 
 

Humana DMEM 105 

P815 Mastocitoma Rato (Mus 
musculus) 
 

DMEM 105 

L929 Tecido conjuntivo 
(fibroblasto) 

Rato (Mus 
musculus) 
 

DMEM 105 

PBMC 

 

Células 
mononucleares 
de sangue 
periférico  

Humana  
 

RPMI 1,0 x 106  
 

 

3.4.2 Célula mononuclear do sangue periférico humano (PBMC) 

As células mononucleares do sangue periférico (PBMC) foram obtidas de 

doadores saudáveis e voluntários do Departamento de Antibióticos da Universidade 

Federal de Pernambuco – UFPE e serviram como modelo para avaliar a atividade 

citotóxica sobre células humanas normais (Tabela 2). O projeto foi submetido ao 

Comitê de ética em pesquisa com seres humanos da Universidade Federal de 

Pernambuco (processo nº 18031519.7.0000.5208). 

 

3.4.3 Índice de seletividade 

A citotoxicidade para PBMC e para linhagens tumorais foram comparadas 

utilizando o índice de seletividade (IS), que consiste na razão entre o CI50 de PBMC 
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e CI50 das linhagens tumorais. Os resultados de índice de seletividade foram 

considerados significativos quando (IS ≥ 2,0). 

 

3.4.4 Manutenção das linhagens celulares 

 As linhagens celulares foram manuseadas em ambiente estéril de câmara de 

fluxo laminar vertical (Filterflux) e mantidas em incubadoras de CO2 a 37 °C com 

atmosfera de 5 % de CO2 (LABOVEN, modelo HF-212 UV).  

As linhagens celulares foram cultivadas em garrafas de cultura de células. Os 

meios DMEM e RPMI 1640 suplementados com 10% de Soro Fetal Bovino (SFB), 

1% de antibiótico (penicilina/estreptomicina) foram utilizados. O tipo de meio 

utilizado variou de acordo com a linhagem celular utilizada (Tabela 1). Diariamente 

acompanhava-se o crescimento das células em microscópio invertido (LEITZ, 

modelo Diavert).  

Para a manutenção de células aderidas, retirou-se o meio, lavou-se a garrafa 

2x com PBS (Phosphate Buffer Solution) estéril e, em seguida, utilizou-se tripsina + 

EDTA (0,5 %) para que as células se desprendessem da garrafa. Parte das células 

era removida da garrafa e o volume preenchido com meio completo. Para a 

manutenção de células suspensas trocava-se apensas parte do meio de cultura. 

 

3.4.5 Atividade citotóxica 

3.4.5.1 Avaliação da citotoxicidade em células tumorais - MTT 

 
Este teste baseia-se na conversão do sal brometo de 3-(4,5-dimetil-2-tiazol)-

2,5-difenil-2-H-tetrazólio (MTT) em cristais de formazan, pela ação da enzima 

succinil-desidrogenase presente na mitocôndria de células viáveis (ALLEY et al., 

1988; MOSMANN, 1983). Esta enzima reduz o sal de tetrazólio solúvel e de cor 

amarela e converte-o num produto insolúvel de cor violeta (cristais de formazan), 

cuja quantidade pode ser determinada por espectrofotometria, onde a intensidade da 

cor resultante da dissolução dos cristais de formazan é proporcional à atividade da 

enzima e, por conseguinte ao número de células viáveis (VAN MEERLOO; 

KASPERS; CLOOS, 2011). 

Inicialmente, os 19 novos compostos tiazolidínicos e tiazólicos foram testadas 

em concentração única (50 μg/mL), para avaliação do potencial citotóxico utilizando 
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7 linhagens celulares tumorais (HL-60, K562, NCI-H292, HCT-116, HT29, MCF7 e 

P815) e uma célula normal (L929). Nessa triagem (screening) inicial, foram 

consideradas ativas, e, portanto, selecionadas, as amostras que apresentaram 

percentual de inibição do crescimento celular maior ou igual a 75 % em pelo menos 

uma das linhagens testadas. Em seguida, os compostos selecionados foram 

testados para a determinação de suas CI50 (concentração capaz de inibir 50 % do 

crescimento celular), como descrito a seguir. 

As células tumorais foram semeadas (1,0x105 células/mL para linhagens 

aderidas e 0,3x106 células/mL em suspensão) em placas de 96 poços. Em seguida 

as substâncias previamente dissolvidas em DMSO, 100 μL. Poço-1, 

(Dimetilsufóxido), foram diluídas em série em meio DMEM ou RPMI para obtenção 

das concentrações (0,39 – 25 μg.mL-1) e adicionadas nas placas de 96 poços (100 

μL. Poço-1). A doxorrubicina foi utilizada como padrão. Após 72h de contato das 

células com os compostos o sobrenadante foi aspirado e foram adicionados 25 μL 

de solução de MTT ([brometo de (3-(4,5-dimetiltiazol-2-lil)-2,5-difenil tetrazólio]) 

(Sigma-Aldrich®) na concentração de 5 mg.mL-1. As placas foram deixadas por 3 h 

em estufa a 37 °C e ao final desse período, 100 μL de DMSO foram adicionados a 

cada poço para a dissolução dos cristais de formazan. A absorbância foi medida em 

um leitor de microplacas (Modelo 3550 BIO-RAD, Inc.) no comprimento de onda de 

560 nm e o efeito dos compostos foi quantificado pela comparação com a 

absorbância do grupo controle. Todos os experimentos foram realizados em 

triplicatas. 

 

3.4.5.2 Ensaios de seletividade para as células mononucleares de sangue periférico 

(PBMC) 

As células foram isoladas a partir da amostra de sangue periférico humano 

através do método padrão de centrifugação por gradiente de densidade com Ficoll-

Hypaque (GE Health Care). Após a separação por ficol as células foram lavadas por 

2 vezes e posteriormente contadas em Câmara de Neubauer. Os ensaios 

prosseguiram apenas quando a viabilidade celular foi superior a 98%. As células 

foram plaqueadas em placa de 96 poços (106 células/poço) e mantidas em estufa de 

atmosfera úmida a 37 °C, com 5 % de CO2. Após 24 horas, foram adicionados os 

derivados dos tiazóis (série NJ) e das tiazolidinedionas (séries ST e NW) nas 

concentrações que variaram de 0,192 a 25 µg/mL.  Após 72 horas em estufa a 5 % 
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de CO2 a 37 °C, foi adicionada a solução de MTT (0,5 mg/mL), e incubado por 3 

horas. Em seguida, foi adicionado dimetilsufóxido (DMSO), 100 μL, em todos os 

poços e a absorbância foi lida em espectrofotômetro de placa a 560nm (Biotek UV-

VIS 200). Todos os experimentos foram realizados em triplicatas. 

 

3.4.5.3 Atividade hemolítica 

Os eritrócitos foram lavados com solução salina (NaCl 0,85 % + CaCl2 10  

mM) por centrifugação (3000 rpm, 5min), o sobrenadante foi descartado e o 

precipitado ressuspendido em solução salina para se obter uma suspensão de 

eritrócitos (SE) a 2 %. Este experimento foi realizado em placas de 96 poços: 100 μL 

de solução salina (controle negativo); 50 μL da solução salina e 50 μL do veículo 

(branco); 80 μL de solução salina + 20 μL de Triton X – 100 a 1% (controle positivo); 

100 μL de solução salina + 100 μL dos derivados e fases que apresentaram 

citotoxicidade em células tumorais (0,01525 a 2000 μg/mL) diluídas em DMSO a 

10% foram plaqueados. Em seguida, 100 μL da solução de eritrócitos foram 

plaqueadas em todos os poços. Após incubação de 1 h, sob agitação constante à 

temperatura ambiente, a placa permaneceu em repouso por um período de 1 h, 

onde o sobrenadante foi transferido para outra placa e a absorbância foi medida em 

um leitor de placa de microdiluição no comprimento de onda de 560 nm. Amostras 

com valores de CE50 < 200 μg/mL são consideradas hemolíticas (COSTA-LOTUFO 

et al., 2002). Todos os experimentos foram realizados em triplicatas. 

 
 

3.5 ANÁLISES ESTATÍSTICAS 

 
Nos ensaios de citotoxicidade em cultura de células foram calculadas as CI50 

a partir das curvas dose-resposta por regressão não linear utilizando o programa 

GraphPad Prism® (versão 6).  

Para os testes microbiológicos, a significância estatística foi avaliada através 

do software GraphPad Prisma® (versão 5.0), realizando-se ANOVA de duas vias 

seguida pelo teste de Bonferroni como post hoc, onde p < 0,05 é considerado 

significativo. 
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4 RESULTADOS  

 

4.1 ATIVIDADE BIOLÓGICA BACTERIANA 

4.1.1 Atividade antibacteriana 

Os derivados do tiazol (NJ) e da tiazolidinediona (SW) testados não 

apresentaram atividade antibacteriana intrínseca, fato comprovado pelo alto valor da 

concentração inibitória mínima (CIM), considerada irrelevante, por estar acima de 

1000 µg/mL (HOUGHTON et al., 2007). Entretanto, uma das vantagens dos 

inibidores eficazes da bomba de efluxo é a ausência de atividade antibacteriana, 

uma vez que a falta dessa atividade evita o desenvolvimento de uma possível 

resistência bacteriana às substâncias em questão (BHARDWAJ; MOHANTY, 2012), 

o que levou a investigar suas ações como inibidores da bomba de efluxo. 

  
 

4.1.2 Atividade inibitória dos compostos frente a bomba NorA contra a cepa SA 

1199B multirresistente 

Na Figura 6, os compostos NJ16, NJ17, NJ18 e NJ20 apresentaram efeito 

inibitório sinérgico com a norfloxacina contra a estirpe selvagem tipo SA 1199. Em 

relação à estirpe mutante 1199B, que transporta a bomba NorA, observou-se 

também um efeito sinérgico com a norfloxacina para os compostos NJ16, NJ17, 

NJ18 e NJ20. Já os compostos NJ19, NJ21 apresentaram efeito antagônico quando 

associados à norfloxacina contra ambas as cepas. 
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Figura 6 – A capacidade de substâncias da série NJ em inibir bombas de efluxo 
NorA em estirpes multirresistentes SA 1199B, em associação com norfloxacina, 
comparativamente com a estirpe SA1199 de tipo selvagem, desprovida da bomba. 
Os valores representam a média geométrica ± S.E.M. (erro padrão da média). Two-
way ANOVA, seguido pelo teste post-hoc de Bonferroni. a4: p <0,0001 vs controle 
antibiótico; Norflo: Norfloxacina. 
 

De acordo com a Figura 7, as moléculas NW05, NW10, NW18, NW19 e 

NW21 apresentaram efeitos sinérgicos quando associadas à norfloxacina contra a 

cepa SA 1199 (selvagem) e a cepa com superexpressão de NorA, a SA 1199B, 

quando comparados ao controle norfloxacina.  

Um efeito antagônico foi observado com as combinações entre a norfloxacina 

e as substâncias NW06, NW07 e NW17, onde uma concentração maior de 

norfloxacina foi necessária para inibir o crescimento bacteriano. 
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Figura 7 – Capacidade de substâncias NW associadas à norfloxacina para inibir a 

bomba de efluxo NorA em estirpes multirresistentes SA 1199B, em comparação com 

a estirpe SA1199 de tipo selvagem desprovida da bomba. Os valores representam a 

média geométrica ± S.E.M. (erro padrão da média). Two-way ANOVA, seguido pelo 

teste post-hoc de Bonferroni. a4: p <0,0001 vs controle antibiótico; Norflo: 

Norfloxacina. 

 

 
A redução na concentração inibitória já é bem conhecida na literatura como 

uma indicação de inibição da bomba de efluxo (COSTA et al., 2013). Segundo 

pesquisas realizadas, uma redução da concentração inibitória mínima em três vezes 

ou mais, usando o método de microdiluição em caldo é indicativo de um efeito 

inibitório da bomba (COSTA et al., 2011, 2013; SCHINDLER; JACINTO; KAATZ, 

2013). Esta redução foi observada para os compostos NJ16, NJ17, NJ18 e NJ20 

quando associados à norfloxacina contra as cepas que expressam a NorA. Além 

disso, é importante destacar que o efeito sinérgico foi muito mais evidente na estirpe 

de tipo selvagem. 

A série NJ, mostrou o melhor potencial para inibição da bomba de efluxo com 

uma redução 3 vezes na CIM da norfloxacina, como foi observado nos compostos 

NJ16, NJ17 e NJ20, onde o sinergismo maior foi observado contra a cepa selvagem 

com baixo nível de expressão da bomba NorA (SA 1199), caracterizando a mudança 

do fenótipo dessa cepa de resistente para sensível. Isto é evidente devido os pontos 

de corte de S. aureus para norfloxacina, nos quais a NJ16 e NJ17 obtiveram valores 

de CIM de 0,5 µg/mL e NJ20 de 5 µg/mL, ou seja, uma concentração de inibição 

inferior à CIM do ponto de corte de linhagens de S. aureus sensíveis, que 
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corresponde a ≤4 µg/mL; enquanto a CIM determinada para o ponto de corte de 

linhagens de S. aureus resistentes à norfloxacina é ≥16 µg/mL (CLSI, 2003). 

A inibição da bomba de efluxo observada no presente estudo corroborou com 

a análise in silico, pois os grupos substituintes dos compostos tais como cloro da 

série NW não apresentaram grande influência na ação de inibição da bomba por 

essas moléculas. Além disso, moléculas da série NW apresentaram um efeito 

antagônico, mais especificamente a NW6 e NW17, sendo que, as características 

estruturais de ambas contam com a adição de bromo em seus grupos substituintes. 

Vale ressaltar que o antagonismo observado em muitas associações de drogas pode 

estar relacionado a um efeito de quelação do antibiótico, onde os grupos de ligação 

presentes nessas moléculas podem formar ligações com o antibiótico e evitar que 

atuem no alvo (GRANOWITZ; BROWN, 2008). 

Os compostos NJ16, NJ17 e NJ18, já mencionados anteriormente, mostraram 

efeito potencial para inibição da bomba de efluxo. Nestes compostos, a presença de 

vários grupos funcionais que atuam como locais de ligação à bomba, pode ter 

favorecido este efeito. Sabe-se na literatura que moléculas com muitos ligantes 

podem interagir melhor com bombas de efluxo e causar sua inibição (ARON; 

OPPERMAN, 2016; BUONERBA et al., 2017; DOS SANTOS et al., 2018). 

A inibição da bomba de efluxo é uma das principais estratégias no controle da 

resistência bacteriana. Existem várias maneiras pelas quais os inibidores da bomba 

de efluxo podem atuar, tais como: desacoplamento de energia, ligação direta e 

inibição da bomba, inibição da expressão gênica da bomba, quelação de ferro 

necessária para a ação da bomba, alterações na fluidez da membrana. Além disso, 

inibidores da bomba de efluxo podem ser peptidomiméticos e análogos de 

antibióticos (BHARDWAJ; MOHANTY, 2012). Diante de tais observações, acredita-

se que a ligação direta à proteína foi um dos principais mecanismos responsáveis 

pelo efeito observado. 

 

4.2 Modelagem molecular e estudos de ancoragem (docking) 

Neste estudo, apenas os compostos que mostraram atividade significativa 

contra a estirpe SA 1199B multirresistente foram utilizados no estudo de ancoragem. 

A Figura 8 mostra todas as posições de interação entre os aminoácidos presentes 

no local de ancoragem para o composto NJ16 (Figura 8A) e NJ17 (Figura 8C) 
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revelando a orientação de todos os possíveis modos de ligando dentro do local de 

ligação. Os ensaios de ancoragens realizados mostram complexos proteicos ligados 

a ligantes com clusters de saída, obtidos após cada execução. Os ensaios de 

ancoragem também mostraram que o cluster (agregado de átomos) apresenta 

estruturas com as melhores interações. 

Estudos de ancoragem revelaram que os derivados tiazólicos foram 

registrados como os mais favoráveis com uma energia de ligação de -9,34 Kcal/mol 

para o composto NJ17 e -9,03 Kcal/mol para o composto NJ16 com diferentes tipos 

de interação envolvidos na estabilização do complexo (Van der Waals, ligação de 

hidrogênio, efeito eletrostático e interações pi-alquila, entre outros). O composto 

NJ16 apresenta interações do tipo Pi-Alquila entre ALA18 e bromo com uma 

distância de 4,31 Å, interações Pi-Pi entre TYR287 e benzeno com uma distância de 

5,82 Å, interações do tipo Pi-Alquilo entre ALA339 e ILE341 e o grupo 1,3-tiazolidina 

com uma distância de 4,38 Å e 5,04 Å, respectivamente, interações Pi-Pi entre 

LEU269 e benzeno com uma distância de interações de 7.1Å e Pi-sigma entre 

LEU325 e benzeno com uma distância de 6,06Å (Figura 8B). Em média, o composto 

NJ17 apresentou interações mais significativas com o SER262 com ligações de 

hidrogênio com o grupo amina, com uma distância de 2,43Å. Outras interações do 

tipo Pi-alquilo entre LEU269 e bromo com uma distância de 4,32Å, interações alquila 

entre ALA339, ILE341, ALA261, ALA180 e anéis benzenos com uma distância de 

5,0Å, 5,02Å, 4,53Å, 4,92Å e 3,55Å, respectivamente. Interações do tipo Pi-Pi entre 

PHE283 e 1,3-tiazolidina e anéis de benzeno com uma distância de 4,87 Å e 5,46 Å, 

respectivamente, foram encontradas para interagir com o complexo NorA (Figura 

8D). A energia de ligação da interação para os diferentes compostos é mostrada na 

Tabela 3. Esses resultados corroboram com os ensaios de modulação in vitro. 

Este estudo relata que a interação da tiazolidinediona e os compostos 

derivados do tiazol podem interferir nos mecanismos da bomba de efluxo. Os 

resultados dos ensaios de ancoragem corroboram com outros estudos atuais, nos 

quais as propriedades lipofílicas e de ligação de hidrogênio melhoram a capacidade 

de inibir essa bomba. Em estudos de realizados, as cadeias laterais lipofílicas 

mostraram-se importantes para a melhora da atividade antibacteriana (GUZ et al., 

2001; LEWIS; JACOBS; DICKINS, 2004). 
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Tabela 3 – A G energia de ligação com a NorA.  

Compostos Energia 
(Kcal/mol) 

NJ16 -9.11 
NJ17 -9.34 
NJ18 -8.92 
NJ19 -8.93 
NJ20 -9.01 
NJ21 -8.18 
NW05 -8.99 
NW06 -9.03 
NW07 -8.60 
NW10 -8.73 
NW17 -9.00 
NW18 -8.56 
NW19 -8.60 
NW21 -7.73 

 

A 

 

B 

 

C 

  

D 
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Figura 8 – Ancoragem demonstrando todas as posições possíveis para a interação 

entre a bomba de efluxo NorA e os compostos NJ16 (A) e NJ17 (C) com os Ligplots 

mostrando os resíduos envolvidos nas interações entre a bomba de efluxo NorA com 

a NJ16 (B) e NJ17 compostos (D) (modelo em bastão) (B). 

 
Compostos derivados dos tiazóis acoplados com alquila têm sido relatados 

como inibidores da bomba de efluxo de S. aureus NorA (PEREIRA et al., 2019). O 

estudo QSAR mostra que os índices de E-state e os tipos de átomos de Alog P são 

importantes descritores responsáveis por descrever a atividade do alquil inibidores 

da bomba de efluxo à base de amida / imina (NARGOTRA et al., 2009). Esta 

hipótese também é validada neste estudo, onde o LogP teórico calculado pelo 

ALOGPS - VCCLAB, Laboratório Virtual de Química Computacional 

(http://www.vcclab.org), mostrou o composto NJ17 (LogP = 5,91) possui 

propriedades lipofílicas superiores ao composto NJ16 (LogP = 5,15) (TETKO et al., 

2005). 

Outros estudos sobre os mecanismos de interações moleculares demonstram 

que as interações hidrofóbicas e de pontes de hidrogênio são responsáveis pela 

estabilização dos derivados de fenotiazina a 3-fenil-1,4-benzotiazina (SABATINI et 

al., 2008). Meijer et al. (2003) mostraram que a seletividade do tiazol-metoxibenzil-

tioureia é devido à presença da orientação de Arg141, o que favorece uma 

orientação estrutural capaz de estabilizar as interações hidrofóbicas π-π com outros 

aminoácidos. Interações similares também foram observadas aqui, o que pode em 

parte inferir que esses compostos derivados interferem no mecanismo da bomba 

NorA. 

 

 

4.3 ATIVIDADE CITOTÓXICA EM CÉLULAS TUMORAIS 

4.3.1 Percentual de inibição do crescimento celular (IC%) 

A atividade citotóxica dos compostos expressos em valores de percentual de 

inibição do crescimento celular (IC%), na concentração de 50 μg/mL, determinados 

pelo meio do ensaio de MTT estão resumidas na Tabela 4 e Figura 9. Inicialmente 

foi realizada uma triagem citotóxica dos derivados tiazólicos (NJ) e 

tiazolidinediônicos (ST e NW) em linhagens de células tumorais e normal. De acordo 

com Crouch e Slater (2001), o objetivo da triagem (screening) é mostrar potenciais 
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candidatos a futuros fármacos. Uma escala de intensidade foi utilizada para avaliar o 

potencial citotóxico dos compostos testados, sendo classificados em: alta atividade 

citotóxica (variando entre 75 a 100 % de inibição), atividade moderada (inibição de 

crescimento celular variando de 50 a 75 %) e baixa atividade (inibição de 

crescimento menor que 50 %) (RODRIGUES et al., 2014). 
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Tabela 4 – Percentual de inibição do crescimento celular (IC%) dos derivados Tiazóis (NJ) e Tiazolidinedionas (ST e NW), em 

linhagens tumorais na concentração de 50 μg/mL pelo método do MTT após 72 h de incubação. 

  

 Amostras 

Linhagens Celulares (IC%) 

      HL-60      K562 NCI-H292  HCT116    HT29   MCF7   P815     L929 

ST01 67,64 ± 2,05 43,67 ± 7,41 22,54 ± 7,36 58,24 ± 4,55 28,00 ± 0,71 47,82 ± 1,15 60,79 ± 0,28 16,39 ± 1,58 

ST02 65,60 ± 6,96 29,18 ± 8,36 23,68 ± 6,13 52,71 ± 5,93 43,86 ± 3,79 53,54 ± 1,17 66,11 ± 0,47 15,73 ± 6,62 

ST03 66,23 ± 6,34 22,21 ± 3,02 23,15 ± 5,19 53,14 ± 2,68 44,01 ± 4,59 46,81 ± 0,67 70,25 ± 2,57 14,90 ± 9,09 

ST04 80,32 ± 0,54 30,33 ± 5,21 12,73 ± 0,49 62,28 ± 0,12 46,02 ± 2,22 40,40 ± 0,18 81,76 ± 1,18 5,14   ± 0,77 

ST05 75,75 ± 0,40 17,85 ± 4,14 24,32 ± 9,12 58,09 ± 0,18 39,25 ± 7,73 48,14 ± 0,12 58,26 ± 2,09 16,63 ± 1,23 

NJ16 66,31 ± 4,63 22,93 ± 3,05 34,90 ± 2,58 68,60 ± 0,53 29,97 ± 4,77 51,63 ± 0,47 59,00 ± 8,26 24,37 ± 1,67 

NJ17 49,02 ± 5,53 36,31 ± 5,64 43,30 ± 2,84 60,85 ± 4,83 25,48 ± 5,44 52,87 ± 0,18 80,83 ± 0,28 30,07 ± 5,46 

NJ18 41,66 ± 6,82 45,08 ± 0,28 42,28 ± 1,13 64,89 ± 0,24 34,54 ± 4,73 58,28 ± 0,71 65,62 ± 1,50 17,29 ± 1,05 

NJ19 77,76 ± 0,24 49,57 ± 0,43 44,56 ± 4,17 61,45 ± 4,25 26,68 ± 2,30 58,28 ± 0,71 60,54 ± 0,39 31,25 ± 1,58 

NJ20 79,17 ± 0,06 76,29 ± 0,25 82,58 ± 0,33 58,01 ± 2,33 82,27 ± 0,13 81,12 ± 0,12 63,76 ± 1,78 35,10 ± 0,31 

NJ21 77,55 ± 0,21 28,78 ± 2,09 20,42 ± 5,10 82,09 ± 0,24 26,24 ± 6,92 29,45 ± 0,34 59,68 ± 2,24 15,03 ± 6,41 

NW05 67,79 ± 2,59 80,07 ± 0,03 81,67 ± 0,05 81,97 ± 0,12 80,08 ± 0,17 60,92 ± 0,41 58,87 ± 0,28 25,49 ± 0,48 

NW06 32,74 ± 1,52 52,59 ± 1,34 63,65 ± 0,46 69,99 ± 3,42 70,03 ± 0,28 84,62 ± 0,12 66,05 ± 0,98 15,03 ± 6,41 

NW07 40,61 ± 4,48 26,36 ± 2,50 28,23 ± 3,69 61,49 ± 5,40 49,38 ± 1,70 58,24 ± 0,75 82,44 ± 1,98 21,08 ± 8,80 

NW10 63,30 ± 5,80 6,51   ± 0,17 27,34 ± 3,88 59,98 ± 4,53 28,18 ± 1,81 56,10 ± 0,18 67,97 ± 3,54 6,11   ± 3,13 

NW17 77,84 ± 0,45 77,58 ± 0,05 31,40 ± 9,41 52,43 ± 4,39 14,80 ± 10,26 45,22 ± 2,47 69,76 ± 3,07 15,83 ± 5,26 

NW18 67,62 ± 6,03 67,43 ± 2,25  37,39 ± 1,49 56,23 ± 4,19 32,53 ± 9,68 43,08 ± 1,06 65,12 ± 3,62 15,10 ± 3,13 

NW19 63,15 ± 3,58 24,56 ± 8,83 36,19 ± 3,86 55,36 ± 4,38 35,38 ± 9,41 38,85 ± 1,28 56,52 ± 0,60 9,20   ± 0,75 

NW21 64,53 ± 1,01 67,08 ± 3,88 27,95 ± 9,67 68,49 ± 0,45 35,60 ± 6,77 42,15 ± 3,22 65,49 ± 3,87 19,58 ± 3,82 

DOXO 91,26 ± 0,30 89.93 ± 0.03  92,74 ± 0,05 86,75 ± 0,36  76,60 ± 0,27 86,95 ± 0,12 84,66 ± 0,11 92,94 ± 0,41 

HL-60 (leucemia promielocítica aguda), K562 (leucemia mieloide crônica), NCI-H292 (carcinoma mucoepidermoide de pulmão), 

HCT116 (câncer de cólon humano), HT29 (adenocarcinoma de cólon), MCF7 (adenocarcinoma de mama humano), P815 

(mastocitoma), L929 (fibroblasto), DOXO (doxorrubicina). 
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Figura 9 – Percentual de inibição do crescimento celular (IC%) dos derivados 
Tiazólico e Tiazolidinedionicos, na concentração de 50 μg/mL pelo método do MTT, 
em linhagens tumorais HL60, K562, NCI-H292, HCT116, HT29, MCF7 e P815. Os 
valores representam a média geométrica ± S.E.M. (erro padrão da média). Two-way 
ANOVA, seguido pelo teste post-hoc de Bonferroni. a4: p <0,0001 vs controle 
doxorrubicina; a3: p <0,001 vs controle doxorrubicina; b2: p < 0,01 vs coluna b; b3: p 
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< 0,001 vs coluna b; b4 p < 0,0001 vs coluna b; c4: p < 0,001 vs coluna c; ns: não 
significativo. 

 

Parte dos estudos realizados por pesquisadores em atividade  antitumoral, in 

vitro, iniciam na concentração de 50 g/mL (HERRERA-ESPAÑA et al., 2020; 

RODRIGUES et al., 2018; ROQUE MARQUES et al., 2019; SANTANA et al., 2018). 

Esta concentração é importante pois colabora na seleção dos compostos mais 

promissores a fármacos (FALLAH-TAFTI et al., 2011). 

Os compostos que apresentaram uma inibição do crescimento celular acima 

de 75% na concentração de 50 μg/mL (Tabela 4; Figura 9), foram testados em várias 

concentrações para a determinação da CI50 (FOUCHE et al., 2008). Dentre os 

compostos testados, as amostras da série tiazol (NJ20) e tiazolidinediona (NW05), 

apresentaram predominância, na concentração de 50 μg/mL. A NJ20 predominou 

frente as linhagens HL-60 (79,17%), K562 (76,29%), NCI-H292 (82,58%), HT29 

(82,27%) e MCF7 (81,12%); enquanto que a NW predominou frente as linhagens 

K562 (80,07%), NCI-H292 (81,67%), HCT116 (81,97%) e HT29 (80,08%). É possível 

observar também que frente a HCT116 a NJ20 foi a que mais se destacou em 

comparação aos demais derivados (Figura 9). Também foi possível observar que os 

compostos testados em uma linhagem de célula normal (L929) não foram 

citotóxicos, mostrando assim que esses compostos são promissores como futuros 

fármacos. 

4.3.2 Determinação das CI50 dos derivados do tiazol e da tiazolidinediona 

Na atividade citotóxica in vitro dos 19 derivados (seis tiazóis e treze 

tiazolidinedionas) foram avaliados nas linhagens celulares tumorais (HL-60, K562, 

NCI-H292, HCT116, HT29, MCF7 e P815) e normal (L929) e apenas 10 substâncias 

(NJ17, NJ19, NJ20, NJ21, ST04, ST05, NW05, NW06, NW07 e NW17) 

apresentaram atividade citotóxica superior a 75% de inibição de crescimento das 

linhagens celulares de característica aderente e uma linhagem em suspensão, 

sendo estas escolhidas para a determinação da CI50 (Tabela 4; Figura 10).  

Entre os tiazóis, a NJ17 foi mais citotóxica para a linhagem P815, com CI50 de 

1,05 μg/mL e a NJ20 se destacou por apresentar atividade frente a cinco das sete 

linhagens testadas, sendo mais ativas nas linhagens HL-60 (CI50 = 1,12 μg/mL), 

K562 (CI50 = 1,54 μg/mL), NCI-H292 (CI50 = 2,20 μg/mL), HT29 (CI50 = 1,43 μg/mL) e 
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MCF7 (CI50 = 1,53 μg/mL) (Tabela 5; Figura 10). Especificamente o tiazól NJ20, em 

relação aos outros derivados, apresentou uma CI50 ainda menor frente as linhagens 

de K562 e HT29 (Figura 10). Em relação as tiazolidinedionas a ST04 foi mais 

citotóxica para a linhagem HL-60, com CI50 de 2,06 μg/mL e a NW05 se destacou 

por apresentar atividade frente a quatro das sete linhagens testadas, sendo mais 

ativas nas linhagens K562 (CI50 = 2,06 μg/mL), NCI-H292 (CI50 = 2,32 μg/mL), 

HCT116 (CI50 = 3,62 μg/mL) e HT29 (CI50 = 5,21 μg/mL) (Tabela 5; Figura 10). 
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Tabela 5 – Valores da concentração que inibe 50 % do crescimento celular (CI50) e o intervalo de confiança (IC 95 %) das fases em 

linhagens tumorais testadas pelo método do MTT após 72 h de incubação. 

Amostras CI50 (μg/mL) e IC 95 % 

 HL60 K562 NCI-H292 HCT116 HT29 MCF7 P815 

NJ17 

      1,05 

(0,88 – 1,26) 

NJ19 

1,18 

(0,89 - 1,55) 

      

NJ20 

1,12 

(0,69 - 1,83) 

1,54 

(0,96 - 2,49) 

2,20 

(1,83 - 2,65) 

 

 

1,43 

(1,00 - 2,04) 

1,53 

(1,27 - 1,84) 

 

NJ21 

1,49 

(1,05 - 2,10) 

  4,24 

(3,08 - 5,84) 

   

ST04 

2,06 

(1,32 – 3,22) 

     8,25 

(6,46 - 10,54) 

 

ST05 

5,96 

(3,94 - 9,04) 

      

NW05 

 

 

2,44 

(2,14 - 2,78) 

2,32 

(1,70 - 3,16) 

3,62 

(2,14 - 6,13) 

5,21 

(4,22 - 6,43) 

  

NW06 

     12,46 

(5,97 - 26,03) 

 

N.T. 

NW07 

      

 

5,82 

(4,54 - 7,46) 

NW17 

4,09 

(3,29 - 5,07) 

4,36 

(3,81 – 5,00) 

     

DOXO 

 

0,04 

(0,01 - 0,09) 

0,17 

(0,15 - 0,20) 

0,06 

(0,03 - 0,12) 

0,46 

(0,30 - 0,71) 

0,78 

(0,60 - 1,03) 

0,18 

(0,13 - 0,26) 

0,26 

(0,24 - 0,29) 

HL-60 (leucemia promielocítica aguda), K562 (leucemia mieloide crônica), NCI-H292 (carcinoma mucoepidermoide de pulmão), 

HCT116 (câncer de cólon humano), HT29 (adenocarcinoma de cólon), MCF7 (adenocarcinoma de mama humano), P815 

(mastocitoma), L929 (fibroblasto), DOXO (doxorrubicina). 
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Figura 10 – Concentração que inibe 50% do crescimento celular (CI50) expresso em 
LogCI50, dos derivados de Tiazóis e Tiazolidinedionas, em linhagens tumorais 
HL60, K562, NCI-H292, HCT116, HT29, MCF7 e P815 testadas pelo método do 
MTT. ANOVA, seguido pelo teste post-hoc de Bonferroni. a4: p <0,0001 vs controle 
doxorrubicina; b3: p <0,001 vs coluna b. 
 

 

Os testes de citotoxicidade in vitro são importantes para verificar a toxicidade 

de novos compostos nos estágios iniciais de desenvolvimento do fármaco 
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(PUTNAM; BOMBICK; DOOLITTLE, 2002). Li, Zhou e Xu (2015) e Soenen et al. 

(2012) relatam que a citotoxicidade é um dos testes de avaliação biológica e rastreio 

que utiliza células de tecidos in vitro para observar o crescimento celular, reprodução 

e efeitos morfológicos. De acordo com Uboldi et al. (2012), o desenvolvimento 

contínuo de testes de citotoxicidade, métodos de detecção de dano celular, 

mensuração do crescimento celular e propriedades metabólicas, foram 

gradativamente sendo desenvolvidos de forma qualitativa para quantitativa, 

fornecendo assim informações significativas (EISENBRAND et al., 2002). Segundo 

os parâmetros definidos pelo Instituto Nacional do Câncer dos Estados Unidos 

(NCI), uma substância é considerada citotóxica quando apresenta CI50 ≤ 4,0 μg/mL 

para células tumorais (ITHARAT et al., 2004). Tais critérios reforçam que os 

derivados tiazólicos e tiazolidinediônicos avaliados apresentaram considerável 

potencial citotóxico em células tumorais humanas, sendo não citotóxico para células 

normais utilizadas neste estudo. 

Estudos realizados por Santana et al. (2018) com derivados tiazólicos, 

mostraram que os compostos apresentaram forte atividade citotóxica, com CI50 

menor que 10 μM frente as linhagens NCI-H292, K-562 e HL-60. Ainda de acordo 

com Santana et al. (2018), os compostos que possuem um grupo NO2 na posição 

para, podem apresentar valores significativos de CI50. Este estudo corrobora com 

os resultados encontrados na presente pesquisa, onde o derivado tiazólico NJ20 

apresentou inibição nas linhagens tumorais HL60, K562, NCI-H292, HT29 e MCF7.  

Omair e colaboradores (2018), realizaram testes com derivados tiazólicos e 

mostraram que os compostos apresentaram atividade citotóxica moderada, com 

CI50 maior que 4 µg/mL para as células tumorais testadas, HCT-116, MCF-7 e 

HePG-2. Shakir et al. (2016), em experimentos realizados em derivados tiazólicos, 

em células tumorais HCT-116 e MCF-7, apresentaram atividade citotóxica de 

moderada a alta. 

De acordo com Oliveira (2014), a presença de halogênios substituintes no 

anel aromático dos derivados tiazólicos, provocam uma tendência para o aumento 

da atividade biológica, pois quanto maior o raio atômico do átomo nos compostos 

para-substituídos com F, Cl e Br, mais potente será inibição. Oliveira (2014) também 

observou que a presença de um outro halogênio nas demais posições de fenila 

como inserir um halogênio na posição orto da fenila, provoca uma melhora da 

atividade biológica. Hassan et al. (2012) avaliaram a importância dos substituintes 
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presentes no anel aromático ligado na posição C4 do 1,3-tiazol e afirmaram ser 

essencial a substituição 2,4 do anel tiazol para a efetiva atividade antitumoral. 

Com relação as tiazolidinedionas, Trotsko et al. (2018), observaram que o 

acetato de 2-{[2-(3-clorobenzoil)hidrazinilideno]metil}fenil(2,4-dioxo1,3-tiazolidin-5-

ilideno) apresentou alta citotoxidade para a linhagem MCF7. Rodrigues et al. (2018) 

em estudos com derivados de tiazolidinedionas, verificou que o composto 5-(2-

bromo-5-metoxibenzilideno)-tiazolidina-2,4-diona apresentou uma citotoxicidade alta 

contra a linhagem de células de câncer de pulmão NCI-H292, com valor de CI50 de 

1,26 µg/mL.  

Tendo em vista esses dados apresentados, os resultados apresentados no 

presente estudo indicam que os derivados NJ20 e a NW05 se apresentam como 

moléculas promissoras para o desenvolvimento de novos fármacos antitumorais, 

visto que a citotoxicidade variou de moderada a alta.  

 

4.3.3. Atividade citotóxica em células mononucleares de sangue periférico 
humano (PBMCs) 

O objetivo deste teste é avaliar a seletividade dos compostos. A atividade 

citotóxica em PBMCs dos derivados dos tiazólicos e tiazolidinônicos neste trabalho 

apresentaram CI50 < 50 μg/mL (Tabela 6; Figura 11). Os derivados demostraram 

baixa toxicidade para as células mononucleares quando comparados com o fármaco 

controle (doxorrubicina). Quando comparados todos os derivados entre si, observou-

se que não houve diferença estatística significante em relação à toxicidade em 

PBMC, quando expressa em LogCI50 (Figura 11). De acordo com Granados-

Principal et al. (2010), a doxorrubicina embora utilizado na terapia anticâncer, tem a 

sua administração limitada, principalmente por causar cardiotoxicidade e alterações 

renais decorrente da sua ação mediada por radicais livres. Desse modo, os 

resultados indicam que os derivados tiazólicos e tiazolidinônicos podem apresentar-

se como moléculas promissoras para o desenvolvimento de novos agentes 

antineoplásicos, visto o perfil citotóxico baixo frente às células mononucleares de 

sangue periférico humano. 
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Tabela 6 – Atividade citotóxica e hemolítica dos derivados tiazólicos e 

tiazolidinediônicos em células mononucleares do sangue periférico humano. Os 

valores representam o percentual de inibição do crescimento celular (IC%) em 

linhagens tumorais na concentração de 50 μg/mL.  

 

 
Amostras 

PBMC Eritrócitos 
 

CI50 (μg/mL) e IC 95 % CE50 (μg/mL) 
 

NJ17 
26,87 

(17,97 - 40,19) 
> 200 

NJ19 

26,62 
(17,45 - 40,61) 

> 200 

NJ20 

26,20 
(17,61 - 38,98) 

> 200 

NJ21 

26,33 
(15,37 - 45,10) 

> 200 

ST04 

34,25 
(22,07 - 53,16) 

> 200 

ST05 

31,18 
(29,18 - 34,77) 

> 200 

NW05 
25,03  

(17,90 – 34,99) 
> 200 

NW06 
31,25 

(21,58 - 45,26) 
> 200 

NW07 

31,01  
(21,11 - 45,53) 

> 200 

NW17 
32,13  

(20,00 - 51,61) 
> 200 

Doxorrubicina 
 

0,41  
(0,38-0,46)  

 

N.T. 

*CE 50: Concentração efetiva em que a substância testada possui em causar 
hemólise em 50 % dos eritrócitos. Resultados expressos em μg/mL. N.T. = 
Não Testada 
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Figura 11 – Atividade citotóxica em células mononucleares do sangue periférico 
(PBMC), expressa em LogCI50, dos derivados Tiazólicos e Tiazolidinedionicos que 
inibiram anteriormente o crescimento celular (IC%) em linhagens tumorais. 

 

A citotoxicidade para os derivados tiazólicos e tiazolidinônicos também foram 

comparadas utilizando o índice de seletividade (IS), que consiste na razão entre o 

CI50 de PBMC e CI50 das linhagens tumorais HL60, K562, NCI-H292, HCT-116, 

HT29, MCF7 e P815 (Tabela 7; Figura 12 e 13).  

 

Tabela 7 – CI50 dos derivados tiazólicos e tiazolidinediônicos em células 

mononucleares do sangue periférico humano (PBMC) com as linhagens celulares no 

ensaio de viabilidade celular e seus respectivos índices de seletividade (IS). 

 

 

HL60 

  Amostras IS (μg/mL) 

NJ19 22,56 
NJ20 23,39 
NJ21 17,67 
ST04 15,46 
ST05   6,28 

K562 

NJ20 17,01 

NW05 10,26 
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NCI-H292 

NJ20 11,91 
NW05 10,78 

HCT116 

NW05  6,91 

HT29 

NJ20 18,32 
MCF7 

NJ20 17,12 
P815 

NJ17 25,59 

 

Os resultados de índice de seletividade foram considerados significativos, 

conforme Tabela 7 e as Figuras 12 e 13. Os compostos que apresentaram maior 

seletividade entre os tiazóis foram a NJ17. Esta apresentou potente atividade 

citotóxica frente linhagem de mastocitoma (P815), com CI50 = 1,05 μg/mL e CI50 = 

26,87 μg/mL frente PBMCs. Isso representa que esse composto possui seletividade 

25 vezes maior para a linhagem tumoral que para células mononucleares do sangue 

periférico. Também é possível observar que frente a cepa HL60 os compostos NJ19, 

NJ20 e NJ21 foram os que apresentaram maior valores de IS, onde observa-se um 

valor médio de IS maior para a NJ20, seguido pela NJ19 e pela NJ21, apesar de 

todas mostrarem uma seletividade considerada sifnificativa e efetiva (Figura 12 e 

13). 
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Figura 12 – Valores do índice de seletividade entre derivados Tiazóis e 

Tiazolidinedionas, frente à linhagem HL60. 

 

 

Figura 13 – Índice de seletividade representado em escala logarítmica, entre 

derivados Tiazóis e Tiazolidinedionas, frente à linhagem HL60. Anova de uma via, 

média aritmética seguida do erro padrão da média (EPM). a2: p < 0,01 vs NJ19; a4: 

p < 0,001 vs NJ19; b4: p < 0,0001 vs NJ20; c2: p < 0,01 vs NJ21. 

 

De acordo com Sykes e Avery (2015), o índice de seletividade pode indicar o 

potencial e segurança do composto em testes clínicos. A maioria dos fármacos 

disponíveis destroem as células tumorais e células normais com maior taxa de 
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mitose, como por exemplo as células sanguíneas e como consequência desta baixa 

seletividade, ocorrem inúmeras reações adversas e tóxicas (OLIVEIRA; ALVES, 

2002; FERREIRA et al., 2014). 

 

4.3.4 Atividade hemolítica  

Este teste, de acordo com Chen et al. (2015) e Saurav e Kannabiran (2012), é 

realizado para determinar a capacidade em causar lesões na membrana plasmática 

dos eritrócitos, uma estrutura dinâmica que responde diretamente a interações com 

fármacos. 

Na avaliação da atividade hemolítica por derivados tiazólicos (NJ) e 

tiazolidinediônicos (ST e SW) foi obtida uma CE50 > 200 μg/mL (Tabela 7; Figura 12 

e 13). Uma substância é considerada hemolítica quando apresenta uma CE50 < 200 

μg/mL (COSTA-LOTUFO et al., 2002). Portanto, estes derivados demonstraram não 

provocar lise em eritrócitos humanos, o que sugere que seus efeitos citotóxicos 

estejam associados a um mecanismo de morte mais específico e não diretamente a 

algum dano causado na membrana plasmática da célula (COSTA-LOTUFO et al., 

2002; COSTA et al., 2008). 

Estes resultados corroboram com estudos realizados por outros 

pesquisadores que comprovaram não haver hemólise por seus compostos testados, 

mesmo na concentração mais alta (200 μg/mL) em derivados tiazólicos e 

tiazolidinônicos (ABBASI et al., 2020; SANTANA et al., 2018; UWABAGIRA; 

SAROJINI, 2019). 
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5 CONCLUSÃO 

 

 As novas moléculas obtidas dos derivados do tiazol (série NJ) e 

tiazolidinediona (séries ST e NW), apresentaram atividade citotóxica frente 

linhagens celulares tumorais. Os compostos não mostraram atividade 

antibacteriana instrinseca; 

 

 Apresentou-se atividade citotóxica significativa frente as linhagens HL-60, 

K562, NCI-H292, HCT116, HT29, devendo-se destacar dentre todos os 

resultados obtidos neste estudo, a ação da NJ17 para P815 (mastocitoma) e 

NJ20, mostrando-se mais seletiva para a HL-60 (leucemia promielocítica 

aguda). Esta última e a NW05 foram as que apresentaram maior índice de 

seletividade e menor citotoxicidade em linhagem de linfócitos; 

 

 Os compostos não causaram hemólise ou lesões na membrana plasmática 

dos eritrócitos; 

 

 Os compostos não apresentaram atividade antibacteriana intrínseca 

apresentando uma CIM ≥ 1024 µg/mL frente todas as cepas multirresistentes 

testadas, SA 1199 e SA1199B; 

 

 Na avaliação da inibição de bomba de efluxo, os derivados da série NJ (NJ16, 

NJ17 e NJ20) e NW (NW05, NW10, NW18, NW19 e NW21) quando 

associados à norfloxacina, reduziram em três vezes ou mais o valor da CIM 

da norfloxacina frente à SA1199B que superexpressa a bomba de efluxo 

NorA, sendo um indicativo da inibição de bomba de efluxo. Além de se 

observar uma redução de CIM da norfloxacina considerável induzida pelas 

NJ16 e NJ17, enquadrando-se em modificação do fenótipo da cepa selvagem 

SA1199, sendo sugerida a ocorrência de tal mecanismo; 

 

 Os resultados dos testes in silico de ancoragem corroboraram com os 

resultados dos testes in vitro e revelaram que principalmente a NJ16 e NJ17 

apresentam interações importantes que justificam a possibilidade de inibição 
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da NorA, colaborando assim para evidenciar os derivados de tiazóis como 

promissors frente células tumorais e de inibição de resistência por efluxo, 

podendo ser utilizados no desenvolvimento de novos fármacos com atividade 

anticancerígena.  
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PERSPECTIVAS 

 

 Desenvolver ensaios de citotoxicidade frente a outras linhagens de 

células tumorais, a fim de estabelecer a seletividade dos derivados 

tiazólicos; 

 

 Selecionar o melhor composto entre as duas classes e estudar 

possíveis mecanismos de ação antitumoral in vitro;   

 

 Testar os derivados promissores em modelos experimentais in vivo; 

 

 Avaliar o efeito dos derivados tiazólicos e tiazolidinônicos em outras 

bombas de efluxo bacterianas com características específicas. 
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