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RESUMO

A busca por novos compostos bioativos € motivada pela necessidade de se
obter resultados terapéuticos mais eficazes que atuem de forma seletiva no
tratamento de doencas. Neste cenario, os derivados dos tiazéis e das
tiazolidinedionas tém sido bastante explorados devido a sua vasta gama de
atividades biologicas descritas na literatura. O objetivo deste trabalho foi determinar
o efeito citotéxico 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 anticancer. Para os testes de
concentracao inibitéria minima (CIM) e de inibicdo de bomba de efluxo por reducéo
do CIM do antibidtico foram usadas as cepas de Staphylococcus aureus, 1199
(selvagem) e 1199B (mutante). Os derivados testados apresentaram auséncia da
atividade antibacteriana relevante, pois o CIM = 1024 pg/mL. Os compostos NJ16,
NJ17 e NJ18, quando associados a norfloxacina, reduziram em trés vezes a CIM
desta droga, indicando uma possivel inibicdo da bomba NorA. No estudo de docking
molecular, o NJ16 e NJ17 apresentam interagcdes importantes que justificam a
inibicdo da NorA. O docking associado ao resultado da reducdo da concentragao
inibitéria com as cepas portadoras NorA, sugere uma possivel inibicdo da bomba de
efluxo pelos compostos tiazolicos e tiazolidinicos. A atividade antitumoral foi avaliada
frente a diversas linhagens de células cancerigenas humanas HL-60 (Leucemia
promielocitica aguda), K562 (Leucemia mielocitica crénica), NCI-H292 (Carcinoma
mucoepidermoide de pulmao), HCT116 (Cancer de cdlon), HT-29 (Adenocarcinoma
de colon), MCF-7 (Adenocarcinoma de mama), P815 (Mastocitoma) e célula normal,
L929 (fibroblasto) e PBMC (células nucleares do sangue periférico humano). Os
derivados NJ20 e NWO5 foram o0s que apresentaram maior potencial de
citotoxicidade. A NJ17 foi mais citotoxica 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 citotéxica para a linhagem HL-60, enquanto a
NWO5 apresentou potencial inibitério para as linhagens K562, NCI-H292, HCT116 e
HT29. Em relacdo a atividade citotoxica em PBMCs dos derivados dos tiazoéis e das
tiazolidinedionas neste trabalho demostraram-se baixa toxicidade para as células

normais. A atividade hemolitica em eritrocitos humanos dos tiazéis (NJ) e das



tiazolidinedionas (ST e SW) exibiram uma CEso > 200 pg/mL, ndo apresentando
efeito hemolitico. Estes resultados sugerem que o0s compostos em estudo tém
potencial antiproliferativo, no entanto, € necessario a continuidade dos estudos na

investigacdo do modo de agdo das moléculas mais promissoras.

Palavras-chave: Citotoxicidade. Atividade anticancer. Staphylococcus aureus. Bomba
de efluxo NorA. Resisténcia 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 ug / 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 NWO05
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 NWO05 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 ECso> 200 pg / 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 INTRODUCAO

Observa-se que as doencas infecciosas deixaram de ser a principal causa de
mortes no mundo e no Brasil, tendo esse lugar preenchido pelas neoplasias,
cardiopatias e doencas do aparelho circulatério (WHO, 2019).

O cancer € uma patologia multifatorial que resulta de uma série de eventos
moleculares, na qual alteram, fundamentalmente, as propriedades normais das
células. Nas células cancerigenas, os sistemas de controle normais que impedem o
crescimento excessivo de células e a invasdo de outros tecidos estdo desabilitados.
De acordo com estimativas, o0 aumento da incidéncia e mortalidade por cancer, tem
tornado esta doenca a segunda maior causa de morte no mundo, responsavel por
9,6 milhdes de 6bitos em 2018 (BRAY et al., 2018; WHO, 2019).

O tratamento dessa doenca é feito através de cirurgia, radioterapia e
guimioterapia, sendo a quimioterapia, a mais utlizada. A resisténcia aos
guimioterapicos classicos e/ou novos medicamentos direcionados continua a ser um
grande problema nas terapias contra o cancer. A resisténcia aos medicamentos,
existente antes do tratamento ou gerada apos a terapia, € responsavel pela maioria
das recidivas de céancer, uma das principais causas de morte da doenca (WANG;
ZHANG; CHEN, 2019).

Por outro lado, tem havido um aumento significativo de casos de resisténcia
bacteriana, sobretudo em pacientes imunodeprimidos, causando um problema sério
em pacientes imunocomprometidos, incluindo pacientes com cancer. Estudos tem
apontado a relacdo entre a incidéncia de doenca cancerigena e resisténcia
bacteriana, como o cancer de colén, leucemia, neoplasia ginecoldgica, entre outros
(CORNEJO-JUAREZ et al., 2007; DELEBARRE et al., 2019).

Mundialmente ocorre uma maior incidéncia de linhagens bacterianas
resistentes a multiplas drogas, principalmente em meio hospitalar, que aumentam a
mortalidade e os custos inerentes as prestacdes dos cuidados de saude, bem como
as taxas de mortalidade por infeccdes (AWASTHI; PANT; DAHAL, 2015; NEUPANE
et al., 2016). O uso de antibacterianos esta relacionado a utilizacdo desnecesséria
ou erro na escolha do tipo, dose, via de administracdo e duracdo do tratamento
(CARNEIRO, 2006).
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Diante do exposto, pesquisadores tem se empenhado na busca de novos
farmacos contra o cancer e no combate a infec¢cdes bacterianas, para se chegar a
tratamentos mais eficazes e que provocam menos efeitos colaterais.

Entre os farmacos que merecem atencdo estdo os derivados da
tiazolidinediona e dos tiazéis. Os compostos derivados das tiazolidinedionas séo
conhecidas por apresentar diversas atividades biologicas, entre elas: atividade
antimicrobiana, antituberculose, antihiperglicémica e antitumoral (FROHLICH;
WAHL, 2015; KHAN; PATEL; PATEL, 2018; NAIM et al., 2017; WANG et al., 2018).

Os tiazéis também apresentam atividades biologicas, tais como: antitumoral,
antibacteriana, antidepressiva, leishmanicida e anti-inflamatéria (ALIANCA 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,
poderdo auxiliar na elucidacédo da acgéo biolégica de novas moléculas derivadas das
tiazolidinedionas e dos tiazdis que apresentem atividades inibitérias contra as

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

1.1.1 OBJETIVO GERAL

O Determinar o efeito citotéxico e antibacteriano de novos derivados de
tiazolidinediona e tiazol.

1.1.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

U Determinar o efeito citotdxico de derivados da tiazolidinediona e tiazol em

linhagens celulares tumorais e linfocitos humanos;
U Investigar a atividade hemolitica das substancias em eritrécitos humanos;

O Determinar o efeito citotéxico em cepas bacterianas sensiveis e resistentes a

farmacos;

U Mostrar a interagdo dos componentes isolados de tiazolidinedionas e tiazois
com a norfloxacina, como possiveis inibidores da bomba de efluxo, a partir do

ensaio de inibicdo de bomba de efluxo por reducédo da CIM do antibiotico;

U Realizar o ensaio de interacdo in silico dos compostos mais ativos com a
proteina de efluxo NorA.
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2 REFERENCIAL TEORICO

Com o aumento da resisténcia bacteriana ao tratamento com antibidticos e
também o aumento da incidéncia e mortalidade por cancer, a atencdo tem sido
voltada para o desenvolvimento de novos farmacos com acdo antibacteriana e
antitumoral. Os antibiéticos sdo substancias produzidas sinteticamente, com a
funcdo de suprimir o crescimento de microrganismos. Ja 0s quimioterapicos por sua
vez, utilizados para o tratamento de diversos tipos de neoplasias, tém como objetivo
destruir a célula tumoral.

Pesquisas por novos compostos que sejam eficazes no tratamento e na cura
de doencas infecciosas e tumorais tém resultado na producdo de novos farmacos
com largo espectro de atividades bioldgicas (GLICKMAN; SAWYERS, 2012). Neste
contexto, derivados tiazolidinicos e tiazélicos, tém se destacado por apresentarem

essas propriedades.

2.1 TIAZOLIDINEDIONAS

As tiazolidina-2,4-dionas (Figura 1) sdo uma classe de compostos derivados
da tiazolidina. Os mesmos sao constituidos de um anel de 5 membros, contendo um
atomo de enxofre e um atomo de nitrogénio nas posicdes 1 e 3, respectivamente,
uma carbonila na posi¢cao 4, bem como podendo apresentar diversos substituintes
nas posicgoes 2, 3 e 5 (PANICO; POWELL; RICHER, 1995; SINGH et al., 1981).

(A) (B)

Figura 1 — Nucleo Tiazolidina (A) e derivados Tiazolidina-2,4-diona (B).

A tiazolidina-2,4-diona € um sistema de anel heterociclico com mdultiplas
aplicacfes. Seu nucleo tem sido relatado por ser responsavel pela maior parte das
suas acdes farmacolbgicas. Os seus derivados representam uma classe bem

conhecida de medicamentos e substancias patenteados em diferentes fases da
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pesquisa. A importancia tiazolidinedionas (TZDS) se da pela viabilidade de sua
sintese, podendo ser preparados em poucas etapas sintéticas, com produtos
acessiveis, metodologia eficaz e economicamente viavel obtendo-se produtos com
bons rendimentos. Seu uso em sintese organica tem se tornado cada vez mais
importante (OLIVEIRA, 2018).

Os compostos derivados das tiazolidinedionas sdo conhecidos por influenciar
a regulacdo de diferentes cascatas moleculares e apresentar diversas atividades
biologicas, tais como: atividade antimicrobiana (GOUVEIA et al., 2009; KHAN;
PATEL; PATEL, 2018), antituberculose (SINGHAL et al., 2014), antiviral (MOUSAVI
et al., 2019), antiartritica (JAIN; VORA; RAMAA, 2013), doencas metabdlicas
(KRAAKMAN et al., 2018; WANG et al., 2018), neurodegenerativas (PEREZ;
QUINTANILLA, 2015), hipoglicemiantes (ARAUJO et al., 2012), antitumoral
(FROHLICH; WAHL, 2015; SHU et al., 2016), antioxidante (MISHRA; SACHAN;
CHAWLA, 2015; WANG et al., 2017), antichagasica (MOREIRA et al., 2013), anti-
inflamatéria (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 0 mais promissor no teste preliminar de atividade
antiproliferativa, apresentando citotoxicidade frente a cinco linhagens testadas:
MCF7 (cancer de mama), PC3 (cancer de prostata), KB (cancer nasofaringeo),
GURAV (cancer 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 cancer de pulméo NCI-H292, com valor de CI50 de
1,26 pg/mL.

Trotsko et al. (2018), ao avaliarem a atividade antibacteriana de 2,4-dioxo-
tiazolidin-5-il-ilideno, derivados do acido 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, (2)
-5- (arilideno) -3 - ((1-aril-1H-1,2,3-triazol-4-il) metil) tiazolidina-2,4-dionas,
observaram que esses compostos quimicos testados apresentavam uma boa

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

O tiazol € um composto heterociclico, possuindo heteroatomos de nitrogénio e
enxofre como parte do anel aromatico de cinco membros, conhecido como 1,3-azéis
(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).

)

S
1

Figura 2 — Estrutura do tiazol.

De acordo com Rouf e Tanyeli (2015) e Chhabria et al. (2016), os tiazdis séao
encontrados em uma ampla variedade de moléculas bioativas e produtos naturais. O
tiazol € utilizado como intermediario para fabricacdo de farmacos 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 sao importantes devido aos seus efeitos
terapéuticos em varias doencas e tém sido de grande interesse e exploracdo
cientifica, pois sdo acompanhados de quase todas as atividades biolégicas e
farmacologicas, como antimicrobiana (DALLOUL et al., 2018; TAKATE et al., 2019),
antifangica (DESAI et al., 2013; SADEK; AL-TABAKHA; FAHELELBOM, 2011),
anticancerigena (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-inflamatéria (SINHA; DOBLE; MANJU, 2018),
infecgdes anti-HIV (KASRALIKAR et al., 2019) e muitas outras.

Mohammadi-Farani et al. (2014) sintetizaram uma série de derivados do
feniltiazol com atividade anticancerigena in vitro contra o neuroblastoma (SKNMC),

células de cancer 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 a doxorrubicina, mas o0s compostos N- (2-Nitrofenil) -2-p-toliltiazol-4-
carboxa-mida com para-nitro (Clso = 10,8 pM) e N- (3-Nitrofenil) -2-p-toliltiazole-4-
carboxamida com metades de meta-cloro (Clso = 11,6 pM) exibiram efeitos
citotéxicos mais elevados em relacéo as 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-leucéCIMo contra duas linhas celulares de
leucemia humana, K562 (17,88 uM) e CEM (13,78 uM). Chang et al. (2012), através
da série de carboxamidas tiazélicas 2-substituidas identificaram inibidores potentes
da Akt com crescimento celular inibidores do cancer de préstata humano, nas
linhagens LnCap (Clso = 0,18 pm), PC3 (Clso = 1,30 uym) e Du145 (Clso = 0,17 pm).

Com relacdo a atividade antimicrobiana, Mohil, Kumar e Mor (2014),
sintetizaram alguns derivados tiazoélicos, Indeno-[1,2-c]-pirazoles-1,3-dissubstituidos
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 (Clso = 20-50uM).

2.3 RESISTENCIA BACTERIANA

Desde a descoberta dos antibidticos, fenébmenos de resisténcia foram
descritos e cepas resistentes foram identificadas, como o surgimento de S. aureus
resistente a penicilina devido a sua capacidade de degradar este antibiotico
(RODRIGUEZ-NORIEGA; SEAS, 2010). Com o surgimento de novos antibioticos
como macrolideos, glicopeptideos e aminoglicosideos imaginava-se que o problema
seria resolvido, no entanto, as bactérias também apresentaram novos mecanismos
de resisténcia e de dificil controle, tornando-as assim multirresistente (LIVERMORE,
2012; STEEL et al., 2012; TONG et al., 2015)

A resisténcia bacteriana tem tido impactos significativos na saude da
populacdo (O'NEILL, 2016), no desenvolvimento global (JASOVSKY et al., 2016), e
até mesmo na economia mundial (WBG, 2017). Na Unido Europeia sdo estimadas
25.000 mortes anuais (O’'NEILL, 2016). No Brasil, dados epidemiolégicos sobre
casos de infec¢cBes por bactérias resistentes sdo mal documentados, nao se tendo a

certeza do ndmero certo de casos e mortes, embora se acredite que sejam milhares
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de mortes por ano (GUIMARAES, 2017). De acordo com o relatério do Grupo do
Banco Mundial (WBG, 2017) sobre infeccdes resistentes a medicamentos, 0 nao
controle da resisténcia bacteriana representara um problema econémico para futuro,
devido aos altos valores dos antibi6ticos, 0 que provocard um aumento das taxas de
pobreza.

A resisténcia bacteriana pode estar presente em individuos livres de
antibioticos ou em ambiente que apresente concentracdo de antibidticos (AYDIN;
INCE; INCE, 2015; BOSS; OVERESCH; BAUMGARTNER, 2016; LENSKI, 2017). De
acordo com Rodriguez-Rojas et al., 2013), a resisténcia bacteriana é regulada por
varios mecanismos de resposta que sao ativados por espécies reativas de oxigénio,

falhas na replicacdo ou pela presenca de antibidticos.

A resisténcia surge de estimulos naturais ou de modificacdes genéticas. A
resisténcia natural ou intrinseca € um carater constante de cepas da mesma espécie
bacteriana e € um mecanismo permanente, determinado geneticamente e sem
correlagdo com a dose de antibiotico (COX; WRIGHT, 2013). De acordo com Yarnell
(2005), um exemplo que pode ser citado € a resisténcia de Proteus mirabilis as
tetraciclinas por um processo natural de remocao do antibiotico; e a colistina, devido
a presenca de lipopolissacarideos que diminui a afinidade dos antibiéticos
polipeptidicos ao seu local alvo.

A capacidade do microrganismo de se adaptar a ambientes diferentes € em
grande parte devido a aquisicdo de genes, capazes de fornecerem defesa contra
uma ampla variedade de antibiéticos (AYDIN; INCE; INCE, 2015; DI PIERRO, 2015).
Como exemplo, a resisténcia a quinolona, modificando a girase de DNA em
enterobactérias, ou mutases em genes que codificam a porina, resultando no
blogueio da entrada do antibiético no microrganismo (PEREZ; ROBLES, 2013). De
acordo com Van Hoek et al. (2011), a aquisicdo de genes de resisténcia de uma

cepa pertencente a uma espécie idéntica ou diferente, € dada por plasmideos.

2.3.1 Mecanismo de resisténcia a antibiéticos

As bactérias apresentam os seguintes mecanismos de resisténcia (Figura 3):
a diminuicdo da permeabilidade da membrana, a alteracdo do sitio alvo, mecanismo
enzimatico e bomba de efluxo, entre outros (NAQUIN et al., 2015; XU et al., 2011).
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Figura 3 - Mecanismos de resisténcia a antibidticos.
Fonte: Adaptado de Khameneh et al. (2016).

Alteracdo do sitio de acéo - a maioria dos antibioticos liga-se especificamente
a um ou mais alvos na célula bacteriana. Alteracdes na estrutura do alvo do
antibiético impedem a eficiente ligacdo ou diminuem a afinidade dessa interacao,
desse modo o antibidtico ndo reconhece mais o alvo na célula bacteriana
(MOSQUITO et al.,, 2011). Geralmente, alteracdes do sitio alvo tém origem em
mutacdes em genes da propria bactéria. Essas alteracbes impedem a ligacao dos
antimicrobianos, mas nao interferem na funcéo do alvo, a proteina. Assim, a bactéria
mantém suas funcées e foge da acdo dos antibiéticos. E um importante mecanismo
de resisténcia das Gram-positivas e Gram-negativas, sendo bastante relevante para
antibiéticos como as quinolonas (altera as topoisomerases), penicilinas (altera PBP,
Penicillin-Binding Proteins e resulta na resisténcia a oxacilina) e vancomicina (altera
sitio de ligacdo da vancomicina na resisténcia dos Enterococcus) (ATEF et al., 2019;
KAPOOR; SAIGAL; ELONGAVAN, 2017).
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Alteracdo da permeabilidade - esta resisténcia encontra-se associada a
bactérias Gram-negativa que tem uma membrana exterior com 40 % de
lipopolissacarideos, a qual proporciona uma barreira eficaz contra a penetracédo de
antibiéticos, dependendo da sua composicdo quiClMa (GAO; VAN BELKUM,;
STILES, 1999; MALDONADO; SA-CORREIA; VALVANO, 2016).

Para atingir o alvo e agir no meio intracelular (periplasma ou citoplasma), os
antibioticos devem ultrapassar a membrana externa ou toda a parede celular.
Antibidticos hidrofilicos (geralmente moléculas pequenas) devem atravessar a
membrana externa por difusdo passiva através de proteinas de membrana externa
denominadas porinas ou Omps (Outer membrane proteins). A reducdo da
permeabilidade da membrana externa pode ocorre por alteracdes na estrutura das
porinas ou mesmo pela perda da porina, respectivamente, resultando em
permeabilidade mais seletiva ou até mesmo impermeabilidade aos antibidticos. Este
mecanismo pode afetar principalmente a entrada de antibidticos beta-lactamicos e
de fluoroquinolonas (TAFUR; TORRES; VILLEGAS, 2008; XU et al., 2006).

Mecanismo enzimatico - Sao enzimas que modificam antibidticos por
transferéncia de grupo(s) quimico(s) (acil, fosfato, nucleotidil ou ribitoil) para a
molécula da droga, inativando aminoglicosideos (amicacina, gentamicina), fenicois
(cloranfenicol) e macrolideos (eritromicina, azitromicina e claritromicina) (CHUNG,
2016; GARNEAU-TSODIKOVA; LABBY, 2016; GIEDRAITIENE et al., 2011).

Bombas de efluxo - As bombas de efluxo sdo proteinas presentes na
membrana celular que promovem o efluxo do antibi6tico do meio intracelular para o
extracelular (DZIDIC; SUSKOVIC; BLAZENKA, 2008). E um processo que exige
gasto energético (JANGANAN et al., 2013; POS, 2009). Este mecanismo confere
resisténcia, como por exemplo, as tetraciclinas, quinolonas, clorafenicol e os 13-
lactamicos (GIEDRAITIENE et al., 2011).

2.4 Staphylococcus aureus

O Staphylococcus aureus sdo cocos Gram positivos e produtores da enzima
catalase com aproximadamente 0,5 a 1,5 um de diametro, iméveis, nao esporulados
e geralmente n&o encapsulados. E um microrganismo comensal e patdgeno humano
colonizador da pele e das membranas das mucosas de neonatos, criancas e adultos

(TONG et al., 2015). Esta colonizacdo predispde a disseminacdo e subsequente
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infeccdo enddgena pela S. aureus (PALING et al., 2017). Entre os locais onde se
pode encontrar o S. aureus estdo o vestibulo nasal (KASPAR et al., 2016), a mucosa
da orofaringe (PETERSEN et al., 2013), na pele e no perineo, a mucosa do trato
gastrointestinal (ACTON et al., 2009), vagina (BOURGEOIS-NICOLAQOS et al., 2010)
e axilas (KIM; SON, 2018).

Aproximadamente 30 % da populacdo humana é colonizada pela S. aureus e
sua transmissdo ocorre por contato direto entre as pessoas ou com objetos
contaminados. A maioria dos portadores é assintomatica e o processo de infeccao
normalmente esta associado a algum fator que diminui a resposta imunoldgica do
individuo como doencas, terapias agressivas ou procedimentos médicos invasivos
gue abrem uma via de acesso para os microrganismos (GORDON; LOWY, 2008;
KURODA et al.,, 2001). A S. aureus é responsavel por diversas infec¢cbes, como
bacteremia e endocardite infecciosa (El), osteoarticular, tecidos moles e infeccbes
(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 lesédo local, caracterizando o processo infeccioso (WILLIAMS;
NAKATSUJI; GALLO, 2017; ZHANG et al., 2015). Esta bactéria também traz riscos
infecciosos para pacientes que fazem dialise (POPOVICH et al., 2018), para o0s
gueimados (CHEN et al., 2018), diabéticos (REVELES et al., 2016), HIV-
soropositivos (REID et al., 2017) e cancer (ROLSTON et al., 2017). As infec¢Oes
cutaneas, por exemplo, podem apresentar foliculite simples (LAUREANO;
SCHWARTZ; COHEN, 2014) e impetigo (COLE; GAZEWOOQOD, 2007), assim como
furdnculos e carbunculos, que afetam o tecido subcutédneo e produzem efeitos
sistémicos (CHEN et al., 2018).

A S. aureus tem a habilidade de adquirir resisténcia a praticamente todos os
antibiéticos, penicilina, metacilina/oxalina, vancomicina, entre outros (FOSTER,
2017). Essa capacidade de adaptacdo e de adquirir resisténcia é motivo de
preocupacao tanto com relacdo ao tratamento de infeccbes hospitalares, quanto nas
adquiridas na comunidade. Essa resisténcia bacteriana, geralmente, ocorre por
mutacdo, que resulta em uma alteracdo no sitio de acdo do antibiético e também
pode ocorrer por aquisicdo de genes frequentemente envolvidos na expressao de
proteinas que levam a inativagdo ou a destruicdo do antibidtico (FRIERI; KUMAR;
BOUTIN, 2017). A S. aureus apresenta 0s seguintes mecanismos de resisténcias:

reducdo das concentracbes de antibidticos dentro da bactéria; modificagcdo no alvo
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do antibidtico por mutacdo genética ou modificacdo pos-transducional do alvo; e
protecdo do alvo do antibidtico por inativacdo do antibiético por hidrélise ou
modificacdes que o tornam nao funcional (BLAIR et al., 2015).

Diekema et al. (2019), observaram a existéncia de 191.460 isolados de S.
aureus (45 paises 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 Asia e Oceania
(24.496). As MRSA séo resistentes a meticilina (e normalmente a outros antibiéticos

frequentemente utilizados para tratar infec¢cdes provocadas pela S. aureus).

2.5 SISTEMAS DE EFLUXO

Uma das modificagbes moleculares para evitar que o antibiético atinja ao seu
sitio alvo, sdo os sistemas de efluxo ou bomba de efluxo (BAYLAY; PIDDOCK;
WEBBER, 2019). De acordo com Du et al. (2018), € um mecanismo responsavel
pela resisténcia bacteriana a determinados antimicrobianos, que ocorre pelo
bombeamento ativo de antimicrobianos do meio intracelular para o extracelular. A
especificidade ao antibidtico pode variar em funcdo do tipo de bomba de efluxo
(NIKAIDO; PAGES, 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 substancias, que por sua vez podem ser inibidas por agentes que
inibem ATPases e também por ions, como sbédio ou hidrogénio, que devem ser
transportados para o interior da bactéria, em troca da retirada de antibiéticos do
ambiente intracelular.

Segundo Hernando-Amado et al. (2016) e Nikaido e Li (2009), bombas de
efluxo de mudltiplas drogas constituem um grupo de portadores encontrados em
organismos, e que contribuem para a resisténcia a compostos utilizados no
tratamento de diferentes doencas, incluindo resisténcia a drogas anticancer,
antibiéticos ou compostos antifungicos. As bombas de efluxo bacteriano séo
classificadas em familias de acordo com sua estrutura e sua demanda energética
(Figura 4): superfamilia ABC (ATP-binding cassettes), MATE (Multidrug and Toxic
compound efflux), RND (resistance-nodulation cell division), SMR (small multidrug
resistance family) e a superfamilia 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 mdltiplas drogas (MDR) LmrS, NorA, NorB, NorC,
MdeA, SdrM e QacA/B e os transportadores especificos de tetraciclina Tet38 e TetK
(LI; NIKAIDO, 2009).

O padréo crescente de resisténcia a drogas entre diferentes patégenos levou
ao desenvolvimento de varios inibidores de bomba de efluxo (IBE) que foram usados
em combinacdo com o0s medicamentos existentes para a ressensibilizacéo.
Diferentes classes de IBE’s bacterianos foram sintetizadas até agora, entre elas,
espécies borbdnicas (derivadas do acido piridina-3-bordnico substituidos em 6), que
potencializou a atividade da ciprofloxacina em um aumento de 4 vezes em
comparacao com o composto original, além de promover a acumulacdo de brometo
de etidio (EtBr) na SA1199B, corroborando seu modo de ac¢do potencial como
inibidores da NorA (FONTAINE et al., 2015). A fenotiazina (derivados 3-fenil-1,4-
benzotiazina), apresentou atividade em combinagcdo com ciprofloxacina contra S.
aureus ATCC 25923, sendo capaz de restaurar completamente a atividade da
ciprofloxacina em uma cepa com superexpressdo de norA (SA-K2378) e exibiram
boa atividade contra SA-1199B, uma cepa que também superexpressa norA, em um
ensaio de inibicdo de efluxo de brometo de etidio (EtBr) (SABATINI et al., 2008). Em
relacdo 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 coadministragdo de um inibidor
da bomba de efluxo (IBE) com antibiéticos é, portanto, uma estratégia promissora
contra as cepas clinicas resistentes (GILL; FRANCO; HANCOCK, 2015; ZHANG,;
MA, 2010).



30

v RND '
T
]
1 1
] ]
MATE MFS SMR : H
1 H
aminoglicosideos norfloxacina acriflavina : O Membrana ABC
fluoroquinolonas acriflavina benzalcdnio 1 |9 exterrga -
drogas catidnicas pentamidina cetrimida : 1 multiplas drogas
1
t ' &
i
1
Membrana | WA A Ay . WA
\ J\\) NorA 1)\ QReeC : Wy,
Citoplasma 1 i
: :
]\ i :
Na : ; i ATP ADP + Pl

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, € sintetizada pela
expressdo do gene norA, membro da grande superfamilia facilitadora (MFS) que
transporta ativamente varios antibidticos de resisténcia a fluoroquinolonas
(ciprofloxacina e norfloxacina), cuja funcdo € reduzir a sua concentracdo no interior
do patégeno alvo, além de contribuir para o fenotipo MDR nestas bactérias (KUMAR,;
MUKHERJEE; VARELA, 2013).
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Figura 5 — Bomba de efluxo NorA, familia MFS.
Fonte: Adaptado de Piddock (2006).
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A NorA é uma bomba de efluxo bem caracterizada pela presenca de 12
segmentos transmembranas (PAULSEN; BROWN; SKURRAY, 1996) e esta
relacionada com a Bmr, uma bomba de efluxo de Bacillus subtilis (CHAMI et al.,
2002; STEINFELS et al., 2004). Tém 388 aminoacidos e uma massa molecular de
42.385 KDa (YU; GRINIUS; HOOPER, 2002).

A NorA protege a célula bacteriana contra compostos lipdfilos e
monocatiénicos como brometo de etidio, cetrimida, cloreto de benzalcdnio, brometo
tetrafenilfosfénio, acriflavina e derivados de fluoroquinolona contra S. aureus
(KAATZ; SEO, 1995). A funcéo fisiolégica da NorA como transportador de multiplas
drogas ja foi demonstrada com vesiculas de membrana citoplasmatica constituida de
proteolipossomos. A regulacdo da expressao génica da NorA ainda ndo é bem
conhecida (YU; GRINIUS; HOOPER, 2002). Esse tipo de bomba ja foi identificado
em cepas de S. aureus: SA-1199B, SA-1199-3, SA-K1904, SA-K2361 e SA-K3092
(SCHINDLER; JACINTO; KAATZ, 2013). Existem varias outras bombas de efluxo
gue sdo homologas da NorA, tais como NorB e NorC, que foram descobertas em S.
aureus, e todas sao negativamente reguladas pela MgrA (anteriormente NorR)
(SUN; DENG; YAN, 2014; TRUONG-BOLDUC; HOOPER, 2010).

Segundo Thota et al. (2010), estudos estdo sendo realizados para
desenvolver novos agentes antibacterianos com NorA, capazes de prevenir a
extrusdo 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 tiazéis podem se tornar uma
nova classe para o desenvolvimento de drogas antibacterianas (KHILLARE et al.,
2017).

2.6 CANCER: CONCEITO E CONSIDERAC()ES GERAIS
Durante muito tempo, pouco se sabia sobre o cancer, e era nula a capacidade
dos médicos em evitar o sofrimento e as mortes que causava. O cancer passava
despercebido na sociedade, e se constituia como parte de uma grande lista de
doencas que impunha sofrimento e morte (DAVID; ZIMMERMAN, 2010)
Historicamente, David e Zimmerman (2010), relataram que 0s egipcios ja se
referiam ao cancer como extensos inchagos no século 30 a.C. Ainda, conforme

David e Zimmerman (2010), Hipocrates (410 a 360 a.C.), usou as palavras carcinos
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(caranguejo) e carcinoma para descrever uma variedade de tumores e inchagos e
por apresentar uma “aparéncia de caranguejo” de alguns tipos de cancer que deu
origem a associacao desses nomes com a doenca.

O cancer é considerado uma doenca genética complexa, caracterizada pelo
crescimento desordenado de suas células (INCA, 2017; SHEN; LAIRD, 2013). De
acordo com Hanahan (2014), as mutacdes nos oncogenes (superexpressao) e nos
genes supressores de tumor (silenciamento), favorecem a reativacdo ou modificacao
de programas celulares que controlam os processos de multiplicacdo, migracao,
diferenciagcao e apoptose (OUYANG et al., 2012; SUN; WANG, 2010). Dessa forma,
as células malignas tornam-se diferentes das células normais por mostrarem
capacidade de multiplicacdo ilimitada, autossuficiéncia quanto aos fatores de
crescimento, manutencdo da angiogénese, evasdo da apoptose e potencial de
invasdo e migracéo para diferentes tecidos do organismo (HANAHAN; WEINBERG,
2000).

O processo de carcinogénese ocorre de forma lenta, podendo levar anos para
células cancerosas se proliferarem e originarem um tumor visivel (INCA, 2017). A
carcinogénese € um processo complexo que ocorre em estagios multiplos,
envolvendo geralmente mais de uma alteracdo genética nos oncogéneses e nos
genes supressores de tumor. Quando ocorrerem falhas nos sistemas de reparo e
nos mecanismos de morte celular por apoptose, as células cancerigenas passam a
proliferar de forma descontrolada, gerando os tumores (LABI; ERLACHER, 2015).

O desenvolvimento do céncer estad relacionado a exposicdo a fatores
carcindgenos exogenos e endogenos (ADAMI et al., 2018). Os fatores carcinégenos
exdgenos correspondem a aproximadamente 80 % dos casos e inclui os habitos
alimentares (dietas inadequadas), estilo de vida (consumo excessivo de bebidas
alcodlicas, sedentarismo, tabagismos e uso de drogas), agentes fisicos (radiagédo
ionizante e nao ionizante), agentes quimicos (produtos quimicos) e agentes
biolégicos (Helicobacter pylori, virus Epstein Barr, virus do papiloma humano - HPV,
virus da hepatite B, parasitas como Schistosoma haemotobium e Clonorchis
sinensis); enquanto que os fatores carcinogenos enddgenos compreendem a
constituicdo genética do individuo, idade, equilibrio do sistema enddcrino, danos ao
sistema imunolégico, condi¢do fisiologica e inflamagfdes de origem desconhecida,

tais como, colite ulcerosa e pancreatite (BRAY et al., 2018; INCA, 2017).
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2.7 MECANISMO RESISTENCIA EM CELULAS CANCERIGENAS

A resisténcia das células cancerigenas a classes estruturais e
mecanicamente diferentes de drogas anticancer é conhecida como resisténcia a
multiplas drogas (MDR) (GOTTESMAN et al., 2002). As células cancerigenas assim
como células bacterianas, também apresentam tais mecanismos de resisténcia 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 familia ABC, como sera detalhado mais adiantes, séo
conhecidos pela comunidade cientifica, dos oncologistas e pesquisadores do cancer
por sua capacidade efluir compostos terapéuticos, 0 que leva a resisténcia aos
medicamentos utilizados em tratamento. Estudos recentes sugerem que proteinas
pertencentes a familia ABC podem atuar com outras fungdes na biologia do tumor,
porém, até o presente momento esta comprovada sua correlacio com as
caracteristicas do cancer e ao efluxo de substratos em células tumorais (FLETCHER
et al., 2010).

Silva et al. (2018) em seu estudo, correlacionou a ocorréncia de resisténcia a
guimioterapicos com seis mecanismos distintos todos ligados a acidez extracelular:
transportadores de drogas por meio de efluxo, bomba de prétons, inducédo da via de
Resposta as proteinas mal enoveladas (UPR) e autofagia.

As células podem desenvolver um mecanismo de quimiorresisténcia ao
expulsar a droga, por meio de um mecanismo de efluxo. Para isso, € necesséria a
ativacdo de glicoproteinas de membrana. As proteinas pertencentes a familia dos
transportadores de cassetes de ligacdo de ATP (ABC) é a principal familia de
transportadores de efluxo de drogas estando presentes nas membranas plasmaticas
e nos compartimentos intracelulares (FAN et al., 2013; VISIOLI et al., 2014). Essas
proteinas usam a energia da hidrélise de ATP para desempenhar importantes papéis
fisiologicos no transporte de compostos hidrofébicos contra seus gradientes de
concentracéo, a partir de uma ampla variedade de substratos, incluindo peptideos,
lipidios e agentes quimioterapéuticos (GILLET et al., 2007; UEDA, 2011; YU 201).

As bombas de protons como V-ATPases sdo proteinas ativadas por ATP
responsaveis pelo transporte de protons contra seu gradiente de concentracéo.
Transportam o soluto para o interior celular, mantém a composicao idnica intracelular

e o equilibrio osmatico 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
plasmética das células, sendo importantes no transporte de prétons do citosol para o
limen de vesiculas intracelulares acidas, bem como do citosol para o ambiente
extracelular (LAM et al., 2001; LI et al., 2016).

Nas células cancerigenas, a quantidade de V-ATPases é aumentado e ocorre
o fenbmeno do gradiente do pH inverso: as células tumorais exportam prétons
tornando o pH extracelular muito acido e pH intracelular neutro (FEDERICI et al.,
2014). Esse gradiente invertido do pH pode diminuir a absorcdo e retencdo do
farmaco no compartimento intracelular, tendo vista que a absor¢cdo dos farmacos
depende do pH (PONTE-SUCRE et al., 2007; KRISHNAMURTHY et al., 2013).

E importante compreender que absor¢do de agentes quimioterapicos em
células cancerigenas depende do pH intra e extracelular, ou seja, drogas
consideradas bases fracas requerem um pH intracelular acido e um pH extracelular
basico, para que sejam absorvidas. Sendo que quanto mais acido o meio induzido
pelo tumor, menor a absorcdo e acdo de drogas fracamente basicos e maior € a
absorcao de medicamentos fracamente acidos (RAGHUNAND; GILLIES, 2000). Isso
ocorre porque as drogas que sdo &cido fracos tém afinidade com ambientes
alcalinos e drogas fracamente béasicas sdo absorvidos mais ativamente em
microambientes acidos. Ao tornar o microambiente &cido, o metabolismo tumoral
induz o aprisionamento de ions, interferindo na distribuicio do medicamento,
gerando por exemplo maior acimulo de quimioterapicos basicos nas areas de baixo
pH em tumores &cidos, em sua regido extraceluar, o que dificulta a absor¢cdo do
medicamento (RAGHUNAND; GILLIES, 2000; RAGHUNAND et al., 2003).

Foi destacado por Silva et al. (2018), que a Resposta as proteinas mal
enoveladas (UPR) e autofagia também parecem desempenhar influéncia na
guimiorresisténcia causada pela acidez do microambiente. Como resposta hipodxia,
privacdo de nutrientes e pH &cido, ocorre stress no reticulo endoplasmatico ativando
a via UPR, ou seja, enquanto as bombas de prétons e os moduladores de efluxo de
medicamentos causam resisténcia ao impedir que o medicamento entre na célula,
os efeitos da ativacdo da UPR e da autofagia estdo associados ao aumento da

resisténcia a morte celular, em geral.

2.8 RESISTENCIA A MULTIPLAS DROGAS EM CELULAS CANCERIGENAS
MEDIADA POR TRANSPORTADOR ABC
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Os transportadores ABC sdao um grupo de proteinas transportadoras ativas
gue estdo presentes tanto em procariontes, quanto em eucariontes (SHUKLA et al.,
2008; WU et al.,, 2011). Foram isoladas 49 proteinas dessa familia. Ela ainda é
dividida em sete subfamilias que vai de ABCA a ABCG. Estruturalmente, as
proteinas ABC tém dois dominios de ligacao a nucleotideos (NBDs) e dois dominios
de ligacao transmembranar (TMDs) (TIWARI et al., 2011; WU et al., 2011).

Foi comprovada até o momento a existéncia de aproximadamente 15
proteinas ABC especificas, envolvidas na resisténcia a mdltiplas drogas (MDR),
dentre elas a Pgp, MRP1, MRP7 e BCRP (LI et al., 2016). Diversos estudos estao
avaliando as funcdes secundéarias dos transportadores ABC, além do efluxo de
drogas, determinando se o aumento da expressao do transportador ABC contribui ou
nao para a progressao do cancer independentemente do efluxo da droga, utilizando
para tais estudos, linhas de células tumorais ou pequenos cortes de tumores e
verificando sua expressdo de transportadores ABC (SZAKACS et al., 2004;
STEINBACH et al., 2006; HEIMERL et al., 2007; GROUW et al., 2006; PARK et al.,
2006).

Essas proteinas podem ser classificadas topologicamente com base na
sequéncia dos dominios de ligacdo aos nucleotideos, NBDs, também conhecidos
como dominios ABC (DEAN; ALLIKMETS, 1995; DEAN et al., 2001; DEELEY et al.,
2006). No NDB esses dominios ABC sao conservados evolutivamente, sendo
responsaveis pela ligacdo e extrusdo de substratos enddégenos e xenobioticos para
fora da célula (ASSARAF et al., 1994; ASSARAF, 2007). A regido do NBD ¢é
responsavel pela hidrolise do ATP via ATPase, sendo indispensavel para conferir a
resisténcia a multiplas drogas (AMBUDKAR et al., 2006; DEAN, 2009; GOTTESMAN
et al., 2002).

Os quatro principais mediadores ABC do efluxo de drogas anticancer das
células, sdo: 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 possivel comprovar uma correlagcéao
negativa entre a expressdo ABCB1 com o perfil de sensibilidade do medicamento
paclitaxel, um inibidor mitético, sugerindo que a superexpressao dessa bomba de
efluxo leva a resisténcia ao paclitaxel (ALVAREZ et al., 1995). A glicoproteina P (P-
gp) € um produto do gene ABCB1 (ou MDR1), esta presente na superficie da
membrana celular, sendo importante para a eliminacdo de toxinas do corpo (LAM et
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al., 2001). E amplamente estudada e reconhecida por induzir resisténcia a multiplas
drogas em células cancerigenas, agindo como uma bomba de efluxo e
transportando o quimioterapico 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 a antraciclina, como a H69AR e HL60 onde pose conferir
resisténcia a tais medicamentos (BAKOS et al., 1998; COLE et al.,, 1992; KRUH,;
BELINSKY, 2003). JA4 a proteina ABCC10 contém trés dominios presentes na
membrana plasmatica MSD1, MSD2 e MSD3 e dois dominios de nucleotidio (DENG
et al., 2013; KRUH et al., 2007). E uma proteina que se expressa em altos niveis no
cancer de pulmdo de células ndo pequenas e leucemia mieldide aguda apés
guimioterapia, responsavel pela resisténcia adquirida (HU et al., 2011). A
superexpressdo da proteina ABCG2 esta correlacionada com a resisténcia clinica
aos quimioterapicos na leucemia mieléide (TANG et al., 2012; VAN DEN HEUVEL-
EIBRINKET al.,, 2002). Sua superexpressdo também foi observada em
subpopula¢gdes de células-tronco e outros tumores, incluindo neuroblastomas,
sarcomas de Ewing, cancer de mama, cancer de pulmdo e glioblastomas
contribuindo assim para a recaida (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 plaguetas (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 citotoxico e quimioterapicos em células que expressam ABCG2 (KATHAWALA
et al.,, 2014a). Logo o estudo e desenvolvimento de compostos bioativos que
possam agir na inibicdo de efluxo em células tumorais, sdo de extrema importancia

no combate a resisténcia na terapia do cancer.
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3 MATERIAIS E METODOS

| TESTES |
' Microbiolégicos |  Citotoxicidade |
|
. CIM | ‘ Bombade ’ Andlisein ’l Células ’ Células
efluxo silico ~neoplasicas || normais

| |

' Hemolitica | | PBMC |

3.1 OBTENCAO DOS DERIVADOS

Os derivados pertencentes as classes do tiazol (série NJ) e tiozolidinedionas
(séries ST e SW) foram fornecidos pelo Laboratério de Quimica e Inovacao
Terapéutica (LQIT) da Universidade Federal de Pernambuco (UFPE), coordenado
pela Profa. Dra. Maria do Carmo Alves de Lima. A sintese 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 tiazois e treze

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

Tabela 1 — Estruturas quimicas dos derivados pertencentes as classes do tiazol
(série NJ) e tiazolidinediona (séries ST e SW).

Caddigos Estruturas quimicas

Derivados tiazélicos
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3.2 ATIVIDADE BIOLOGICA 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 o0 gene norA, que codifica de
proteina de efluxo NorA, este atuando principalmente frente as fluoroquinolonas
(KAATZ; SEO, 1995; KAATZ; SEO; RUBLE, 1993). As estirpes foram gentilmente
cedidas pelo professor Simon Gibbons (Universidade de Londres), e foram mantidas
em infusdo de coracdo em Agar. Antes dos ensaios, as linhagens foram cultivadas

por 24 h a 35 °C em caldo de infusdo de cérebro e coracao.

3.2.2 Substancias utilizadas

Dos 19 derivados, somente 15 foram utilizados, os pertencentes as classes
dos tiazois (série NJ) e das tiozolidinedionas (SW), fornecidos pelo Laboratério de
Quimica e Inovacdo Terapéutica (LQIT) da Universidade Federal de Pernambuco

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

3.2.3 Antibiético

O antibiético utilizado, Norfloxacina e suas solucdes estoque foram

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

3.2.4 Teste da concentragdo inibitéria minima (CIM)

Para distribuicdo na placa de CIMrodiluicao foram preparados tubos
eppendorf® contendo cada um deles 1 mL de solucéo contendo 900 pL de BHI 10 %
e 100 pL da suspensao bacteriana, previamente diluida em solucéo salina de acordo
com a escala de McFarland, 0.5, até estabelecer 10° UFC. A placa de 96 pocos foi
preenchida no sentido numérico, adicionando-se 100 pL desta solugdo em cada
poco, procedendo-se a microdiluicdo seriada com 100 pL da solucdo da substancia
testada, variando nas concentracfes de 512 a 0,5 pg/mL. As placas foram levadas a
incubadora por 24 horas a 37 °C (NCCLS, 2003). A revelacdo da CIM bacteriana foi
feita utilizando-se 20 pL de resazurina. Sendo que a mudanca de cor do meio de
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azul para vermelho indica a presenca de crescimento bacteriano e a permanéncia
em azul, indica a auséncia de crescimento. O controle negativo usado como medida
de comparacao para a substancia testada foi o grupo do antibiético norfloxacina.

Todos os experimentos foram realizados em triplicatas.

3.2.5 Ensaio de inibicdo de bomba de efluxo por reducédo do CIM do antibiético

Para verificar o efeito de reducédo da concentracao inibitéria minima (CIM) do
antibiético, foram utilizados indculos bacterianos preparados com solucdo salina
anteriormente esterilizada e uma aliquota de bactérias recolhidas de placas de Petri,
esta anteriormente incubadas em estufa bacterioldgica por 24 h a 37 °C, de forma
gue o indculo final siga o padrédo de turbidez correspondente a escala de McFarland
0.5 que corresponde a 1,5 x 10 8unidades formadoras de coldnias (UFC) / mL.
Como etapa inicial, foram preparados em eppendorfs®, o meio de distribuicdo
correspondente as substancias testadas e os controles norfloxacina.

No teste foram colocados 150 pL do in6éculo da sub-inibitéria (CIM/8), foi
obtida utilizando-se como base o0 resultado do teste de concentracdo inibitoria
minima, onde a concentracdo determinada como inibitoria, foi em seguida dividida
por oito e utilizada nessa etapa de avaliacado de inibicdo de bomba de efluxo. Apos
colocar 150 pL do inéculo, foi complementado o eppendorf® com meio de cultura até
atingir-se o volume de 1,5 mL. Para o controle foi colocado o0 mesmo volume de
indculo e completado o volume do eppendorf® novamente com BHI até atingir-se 1,5
mL. Em seguida foram transferidos para placas de microdiluicdo de 96 pocos,
retirando-se 100 uL do contetdo do eppendorf® e distribuido em cada pogo. Em
seguida foram realizadas a microdiluicdo do antibiético, adicionando-se 100 pL deste
no meio até pendltima cavidade, em uma propor¢cao de 1:1. Na ultima cavidade néo
foi realizada microdiluicdo por ser o controle de crescimento bacteriano. As
concentragbes variaram de 512 pg/mL a 0,5 pg/mL, do primeiro ao dltimo pocgo,
respectivamente. Para o controle do antibiotico foi utilizada a solucdo preparada
anteriormente. Apos 24h foi realizado a leitura das placas da mesma forma citada no
item 4.3.4. Todos os experimentos foram realizados em triplicatas. A reducéo da CIM
do antibidtico especifico, em cepas portadoras de bomba de efluxo, é um indicativo
de inibicdo 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 previsao da estrutura tridimensional e a identificacdo de potenciais bolsGes
de ligacéo de efluxo de NorA é baseada na concordéancia do estudo de Dos Santos
et al. (2018). As simulacdes de acoplamento foram realizadas pelo servidor
SWISSDOCK (www.swissdock.ch/) (GROSDIDIER; ZOETE; CIMHIELIN, 2011).
Todas as coordenadas das estruturas quimicas foram geradas usando CORINA e a
carga parcial Gasteiger também foi utilizada. Antes de realizar o acoplamento
molecular, a proteina NorA foi modelada de acordo com Dos Santos et al. (2018) e
todos os arquivos foram preparados usando ferramenta de preparacdo Dock
disponivel no pacote de software livie UCSF Chimera. As corridas de ancoragem
(Docking) flexiveis foram executadas as cegas cobrindo toda a proteina e definindo
uma regido de coordenadas de interesse com 5 A 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
proteina como bolsa de ligacdo para garantir uma abordagem de encaixe cego. Os
resultados do docking foram visualizados com a ajuda do programa de visualizacéo
UCSF Chimera e o Discovery studio (DS) foi utilizado para detalhar como os tiazois
(NJ 16 e NJ 17) interagiam com o NorA.

3.4 ATIVIDADE BIOLOGICA TUMORAL IN VITRO

3.4.1 Linhagens celulares

As linhagens tumorais (Tabela 2) utilizadas para a avaliagdo da atividade
antitumoral foram obtidas da sec&o de culturas celulares do Banco de Células do Rio
de Janeiro e mantidas de acordo com o protocolo estabelecido pelo Laboratério de
Cultura de Células do Departamento de Antibioticos da Universidade Federal de

Pernambuco.

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

Linhagem Doenca Origem Meio de Concentracao
celular cultivo (células/mL)
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HL-60

K562

NCI-H292

HCT116

HT29

MCF7

P815

L929

PBMC

Leucemia
promielocitica
aguda

Leucemia
mieloide crbénica

Carcinoma
mucoepidermoide
de pulméo

Céancer de colon
humano

Adenocarcinoma
de colon

Adenocarcinoma
de mama
humano

Mastocitoma

Tecido conjuntivo
(fibroblasto)

Células
mononucleares
de sangue
periférico

Humana

Humana

Humana

Humana

Humana

Humana

Rato (Mus
musculus)

Rato (Mus
musculus)

Humana

RPMI

RPMI

DMEM

DMEM

DMEM

DMEM

DMEM

DMEM

RPMI

0,3 x 10°

0,3 x 10°

10°

10°

10°

10°

10°

10°

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 saudaveis e voluntarios do Departamento de Antibidticos da Universidade

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

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

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

Pernambuco (processo n° 18031519.7.0000.5208).

3.4.3 indice de seletividade

A citotoxicidade para PBMC e para linhagens tumorais foram comparadas

utilizando o indice de seletividade (IS), que consiste na razéo entre o Clso de PBMC
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e Clso das linhagens tumorais. Os resultados de indice de seletividade foram

considerados significativos quando (IS = 2,0).

3.4.4 Manutencéo das linhagens celulares

As linhagens celulares foram manuseadas em ambiente estéril de camara 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 antibidtico (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 microscépio invertido (LEITZ,
modelo Diavert).

Para a manutencao 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

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

3.4.5 Atividade citotdoxica

3.4.5.1 Avaliacao da citotoxicidade em células tumorais - MTT

Este teste baseia-se na conversdo do sal brometo de 3-(4,5-dimetil-2-tiazol)-
2,5-difenil-2-H-tetrazélio (MTT) em cristais de formazan, pela acdo da enzima
succinil-desidrogenase presente na mitocondria de células viaveis (ALLEY et al.,
1988; MOSMANN, 1983). Esta enzima reduz o sal de tetrazolio sollvel e de cor
amarela e converte-o num produto insoltvel de cor violeta (cristais de formazan),
cuja quantidade pode ser determinada por espectrofotometria, onde a intensidade da
cor resultante da dissolucdo dos cristais de formazan € proporcional a atividade da
enzima e, por conseguinte ao numero de células viaveis (VAN MEERLOO;
KASPERS; CLOOS, 2011).

Inicialmente, os 19 novos compostos tiazolidinicos e tiazodlicos foram testadas

em concentracao Unica (50 ug/mL), para avaliagdo do potencial citotoxico 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 inibicdo do crescimento celular maior ou igual a 75 % em pelo menos
uma das linhagens testadas. Em seguida, os compostos selecionados foram
testados para a determinacgdo de suas Clso (concentragdo capaz de inibir 50 % do
crescimento celular), como descrito a seguir.

As células tumorais foram semeadas (1,0x10° células/mL para linhagens
aderidas e 0,3x10° células/mL em suspenséo) em placas de 96 pocos. Em seguida
as substancias previamente dissolvidas em DMSO, 100 puL. Pogol,
(Dimetilsuféxido), foram diluidas em série em meio DMEM ou RPMI para obtencéo
das concentracdes (0,39 — 25 ug.mL?) e adicionadas nas placas de 96 pocos (100
uL. Poco?). A doxorrubicina foi utilizada como padrdo. Apés 72h de contato das
células com os compostos o sobrenadante foi aspirado e foram adicionados 25 uL
de solucdo de MTT ([brometo de (3-(4,5-dimetiltiazol-2-lil)-2,5-difenil tetrazélio])
(Sigma-Aldrich®) na concentragdo de 5 mg.mL?. As placas foram deixadas por 3 h
em estufa a 37 °C e ao final desse periodo, 100 uL de DMSO foram adicionados a
cada poco para a dissolucao dos cristais de formazan. A absorbancia 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 comparacdo com a
absorbéancia do grupo controle. Todos o0s 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 padrédo de centrifugagédo por gradiente de densidade com Ficoll-
Hypaque (GE Health Care). ApGs a separacao por ficol as células foram lavadas por
2 vezes e posteriormente contadas em Camara de Neubauer. Os ensaios
prosseguiram apenas quando a viabilidade celular foi superior a 98%. As células
foram plaqueadas em placa de 96 pocos (10° células/poco) e mantidas em estufa de
atmosfera umida a 37 °C, com 5 % de CO2. ApGs 24 horas, foram adicionados 0s
derivados dos tiazois (série NJ) e das tiazolidinedionas (séries ST e NW) nas

concentragcdes que variaram de 0,192 a 25 pg/mL. Apoés 72 horas em estufa a 5 %
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de CO2 a 37 °C, foi adicionada a solucdo de MTT (0,5 mg/mL), e incubado por 3
horas. Em seguida, foi adicionado dimetilsufoxido (DMSQO), 100 uL, em todos os
pocos e a absorbancia foi lida em espectrofotdmetro de placa a 560nm (Biotek UV-

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

3.4.5.3 Atividade hemolitica

Os eritrocitos foram lavados com solugéo salina (NaCl 0,85 % + CaClz 10
mM) por centrifugacdo (3000 rpm, 5min), o sobrenadante foi descartado e o
precipitado ressuspendido em solugcdo salina para se obter uma suspensdo de
eritrécitos (SE) a 2 %. Este experimento foi realizado em placas de 96 pogos: 100 uL
de solugéo salina (controle negativo); 50 yL da solugao salina e 50 pyL do veiculo
(branco); 80 uL de solucgao salina + 20 pL de Triton X — 100 a 1% (controle positivo);
100 uL de solugdo salina + 100 yL dos derivados e fases que apresentaram
citotoxicidade em células tumorais (0,01525 a 2000 pg/mL) diluidas em DMSO a
10% foram plaqueados. Em seguida, 100 pyL da solugdo de eritrocitos foram
plagueadas em todos os pocos. Apés incubacdo de 1 h, sob agitacdo constante a
temperatura ambiente, a placa permaneceu em repouso por um periodo de 1 h,
onde o sobrenadante foi transferido para outra placa e a absorbancia foi medida em
um leitor de placa de microdiluicdo no comprimento de onda de 560 nm. Amostras
com valores de CEso < 200 pg/mL sao consideradas hemoliticas (COSTA-LOTUFO

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

3.5 ANALISES ESTATISTICAS

Nos ensaios de citotoxicidade em cultura de células foram calculadas as Clso
a partir das curvas dose-resposta por regressdo nao linear utilizando o programa
GraphPad Prism® (verséo 6).

Para os testes microbioldgicos, a significancia estatistica foi avaliada através
do software GraphPad Prisma® (versdo 5.0), realizando-se ANOVA de duas vias
seguida pelo teste de Bonferroni como post hoc, onde p < 0,05 é considerado

significativo.



48

4 RESULTADOS

4.1 ATIVIDADE BIOLOGICA BACTERIANA
4.1.1 Atividade antibacteriana

Os derivados do tiazol (NJ) e da tiazolidinediona (SW) testados néao
apresentaram atividade antibacteriana intrinseca, fato comprovado pelo alto valor da
concentracdo inibitéria minima (CIM), considerada irrelevante, por estar acima de
1000 pg/mL (HOUGHTON et al.,, 2007). Entretanto, uma das vantagens dos
inibidores eficazes da bomba de efluxo é a auséncia de atividade antibacteriana,
uma vez que a falta dessa atividade evita o desenvolvimento de uma possivel
resisténcia bacteriana as substancias em questdao (BHARDWAJ; MOHANTY, 2012),

0 que levou a investigar suas agdes como inibidores da bomba de efluxo.

4.1.2 Atividade inibitoria dos compostos frente a bomba NorA contra a cepa SA
1199B multirresistente

Na Figura 6, os compostos NJ16, NJ17, NJ18 e NJ20 apresentaram efeito
inibitorio sinérgico com a norfloxacina contra a estirpe selvagem tipo SA 1199. Em
relacdo a 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. J4 os compostos NJ19, NJ21 apresentaram efeito antagbnico quando

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

De acordo com a Figura 7, as moléculas NWO05, NW10, NW18, NW19 e
NW21 apresentaram efeitos sinérgicos quando associadas a norfloxacina contra a
cepa SA 1199 (selvagem) e a cepa com superexpressdo de NorA, a SA 1199B,
guando comparados ao controle norfloxacina.

Um efeito antagonico foi observado com as combinagdes entre a norfloxacina
e as substancias NW06, NWO7 e NW17, onde uma concentragdo maior de

norfloxacina foi necessaria para inibir o crescimento bacteriano.
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Figura 7 — Capacidade de substancias NW associadas a norfloxacina para inibir a
bomba de efluxo NorA em estirpes multirresistentes SA 1199B, em comparacao com
a estirpe SA1199 de tipo selvagem desprovida da bomba. Os valores representam a
média geométrica + S.E.M. (erro padrdo da média). Two-way ANOVA, seguido pelo
teste post-hoc de Bonferroni. a4: p <0,0001 vs controle antibiético; Norflo:
Norfloxacina.

A reducéo na concentragao inibitéria jA € bem conhecida na literatura como
uma indicacdo de inibicdo da bomba de efluxo (COSTA et al.,, 2013). Segundo
pesquisas realizadas, uma reducdo da concentracao inibitéria minima em trés vezes
ou mais, usando o método de microdiluicio em caldo € indicativo de um efeito
inibitério da bomba (COSTA et al.,, 2011, 2013; SCHINDLER; JACINTO; KAATZ,
2013). Esta reducédo foi observada para os compostos NJ16, NJ17, NJ18 e NJ20
guando associados a 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 inibicdo da bomba de efluxo com
uma redugéo 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 nivel de expressdo da bomba NorA (SA 1199), caracterizando a mudanca
do fendtipo dessa cepa de resistente para sensivel. 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 pg/mL e NJ20 de 5 pg/mL, ou seja, uma concentracdo de inibicdo
inferior & CIM do ponto de corte de linhagens de S. aureus sensiveis, que
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corresponde a <4 pg/mL; enquanto a CIM determinada para o ponto de corte de
linhagens de S. aureus resistentes a norfloxacina é 216 pg/mL (CLSI, 2003).

A inibicdo da bomba de efluxo observada no presente estudo corroborou com
a analise in silico, pois 0s grupos substituintes dos compostos tais como cloro da
série NW ndo apresentaram grande influéncia na acédo de inibicdo da bomba por
essas moléculas. Além disso, moléculas da série NW apresentaram um efeito
antagbnico, mais especificamente a NW6 e NW17, sendo que, as caracteristicas
estruturais de ambas contam com a adicdo de bromo em seus grupos substituintes.
Vale ressaltar que o antagonismo observado em muitas associa¢gdes de drogas pode
estar relacionado a um efeito de quelacédo do antibiético, onde os grupos de ligacdo
presentes nessas moléculas podem formar ligagbes com o antibidtico e evitar que
atuem no alvo (GRANOWITZ; BROWN, 2008).

Os compostos NJ16, NJ17 e NJ18, jA mencionados anteriormente, mostraram
efeito potencial para inibicdo da bomba de efluxo. Nestes compostos, a presenca de
varios grupos funcionais que atuam como locais de ligacdo a 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 inibicdo (ARON;
OPPERMAN, 2016; BUONERBA et al., 2017; DOS SANTOS et al., 2018).

A inibicdo da bomba de efluxo é uma das principais estratégias no controle da
resisténcia bacteriana. Existem varias maneiras pelas quais os inibidores da bomba
de efluxo podem atuar, tais como: desacoplamento de energia, ligacdo direta e
inibicdo da bomba, inibicdo da expressdo génica da bomba, quelagdo de ferro
necessaria para a acao da bomba, alterac6es na fluidez da membrana. Além disso,
inibidores da bomba de efluxo podem ser peptidomiméticos e analogos de
antibiéticos (BHARDWAJ; MOHANTY, 2012). Diante de tais observacdes, acredita-
se que a ligacdo direta a proteina foi um dos principais mecanismos responsaveis

pelo efeito observado.

4.2 Modelagem molecular e estudos de ancoragem (docking)

Neste estudo, apenas 0s compostos que mostraram atividade significativa
contra a estirpe SA 1199B multirresistente foram utilizados no estudo de ancoragem.
A Figura 8 mostra todas as posi¢cdes de interacdo entre 0s aminoacidos presentes

no local de ancoragem para o composto NJ16 (Figura 8A) e NJ17 (Figura 8C)
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revelando a orientagdo de todos os possiveis modos de ligando dentro do local de
ligacdo. Os ensaios de ancoragens realizados mostram complexos proteicos ligados
a ligantes com clusters de saida, obtidos ap0s cada execucdo. Os ensaios de
ancoragem também mostraram que o cluster (agregado de atomos) apresenta
estruturas com as melhores interacoes.

Estudos de ancoragem revelaram que os derivados tiazélicos foram
registrados como os mais favoraveis com uma energia de ligacao de -9,34 Kcal/mol
para o composto NJ17 e -9,03 Kcal/mol para o composto NJ16 com diferentes tipos
de interacdo envolvidos na estabilizacdo do complexo (Van der Waals, ligagdo de
hidrogénio, efeito eletrostatico e interacdes pi-alquila, entre outros). O composto
NJ16 apresenta interacoes do tipo Pi-Alquila entre ALA18 e bromo com uma
distancia de 4,31 A, interacdes Pi-Pi entre TYR287 e benzeno com uma distancia de
5,82 A, interac6es do tipo Pi-Alquilo entre ALA339 e ILE341 e o grupo 1,3-tiazolidina
com uma distancia de 4,38 A e 5,04 A, respectivamente, interacdes Pi-Pi entre
LEU269 e benzeno com uma distancia de interacdes de 7.1A e Pi-sigma entre
LEU325 e benzeno com uma distancia de 6,06A (Figura 8B). Em média, 0 composto
NJ17 apresentou interagcbes mais significativas com o SER262 com ligacdes de
hidrogénio com o grupo amina, com uma distancia de 2,43A. Outras interacées do
tipo Pi-alquilo entre LEU269 e bromo com uma distancia de 4,32A, interacdes alquila
entre ALA339, ILE341, ALA261, ALA180 e anéis benzenos com uma distancia de
5,0A, 5,02A, 4,53A, 4,92A e 3,55A, respectivamente. Interacdes do tipo Pi-Pi entre
PHE283 e 1,3-tiazolidina e anéis de benzeno com uma distancia de 4,87 A e 5,46 A,
respectivamente, foram encontradas para interagir com o complexo NorA (Figura
8D). A energia de ligacdo da interacdo para os diferentes compostos € mostrada na
Tabela 3. Esses resultados corroboram com os ensaios de modulagao in vitro.

Este estudo relata que a interacdo da tiazolidinediona e 0s 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 lipofilicas e de ligacdo de hidrogénio melhoram a capacidade
de inibir essa bomba. Em estudos de realizados, as cadeias laterais lipofilicas
mostraram-se importantes para a melhora da atividade antibacteriana (GUZ et al.,
2001; LEWIS; JACOBS; DICKINS, 2004).
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Tabela 3 — A AG energia de ligacdo 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
NWO05 -8.99
NWO06 -9.03
NWO7 -8.60
NW10 -8.73
NW17 -9.00
NW18 -8.56
NW19 -8.60
NW21 -7.73
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Figura 8 — Ancoragem demonstrando todas as posi¢cfes possiveis para a interagdo
entre a bomba de efluxo NorA e os compostos NJ16 (A) e NJ17 (C) com os Ligplots
mostrando os residuos envolvidos nas interacdes entre a bomba de efluxo NorA com
a NJ16 (B) e NJ17 compostos (D) (modelo em bastéao) (B).

Compostos derivados dos tiazois acoplados com alquila tém sido relatados
como inibidores da bomba de efluxo de S. aureus NorA (PEREIRA et al., 2019). O
estudo QSAR mostra que os indices de E-state e os tipos de &tomos de Alog P sdo
importantes descritores responsaveis por descrever a atividade do alquil inibidores
da bomba de efluxo a base de amida / imina (NARGOTRA et al., 2009). Esta
hip6tese também é validada neste estudo, onde o LogP tedrico calculado pelo
ALOGPS - VCCLAB, Laboratério Virtual de Quimica Computacional
(http://lwww.vcclab.org), mostrou o composto NJ17 (LogP = 5,91) possui
propriedades lipofilicas superiores ao composto NJ16 (LogP = 5,15) (TETKO et al.,
2005).

Outros estudos sobre os mecanismos de interacdes moleculares demonstram
gue as interacdes hidrofobicas e de pontes de hidrogénio sdo responsaveis pela
estabilizacdo 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 a presenca da orientacdo de Argl4l, o que favorece uma
orientagcao estrutural capaz de estabilizar as interagdes hidrofébicas -1 com outros
aminodcidos. Interacdes similares também foram observadas aqui, 0 que pode em
parte inferir que esses compostos derivados interferem no mecanismo da bomba
NorA.

4.3 ATIVIDADE CITOTOXICA EM CELULAS TUMORAIS
4.3.1 Percentual de inibicdo do crescimento celular (IC%)

A atividade citotoxica dos compostos expressos em valores de percentual de
inibicdo do crescimento celular (IC%), na concentragao de 50 ug/mL, determinados
pelo meio do ensaio de MTT estédo resumidas na Tabela 4 e Figura 9. Inicialmente
foi realizada uma triagem citotoxica dos derivados tiazolicos (NJ) e
tiazolidinedidnicos (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 farmacos. Uma escala de intensidade foi utilizada para avaliar o
potencial citotéxico dos compostos testados, sendo classificados em: alta atividade
citotoxica (variando entre 75 a 100 % de inibicédo), atividade moderada (inibicdo de
crescimento celular variando de 50 a 75 %) e baixa atividade (inibicdo de
crescimento menor que 50 %) (RODRIGUES et al., 2014).
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Tabela 4 — Percentual de inibicdo do crescimento celular (IC%) dos derivados Tiazois (NJ) e Tiazolidinedionas (ST e NW), em
linhagens tumorais na concentragao de 50 ug/mL pelo método do MTT apés 72 h de incubagao.

Linhagens Celulares (IC%)

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

STO1 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+593 43,86+3,79 5354+1,17 66,11 +0,47 15,73 £6,62
STO3 66,23 + 6,34 22,21 +3,02 23,15+5,19 53,14 +2,68 44,01+459 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
STO5 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 2548+544 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 3454+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+425 26,68+230 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
NWO05 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
NWO06 32,74 +1,52 52,59 +1,34 63,65 + 0,46 69,99 +342 70,03+0,28 84,62+0,12 66,05+0,98 15,03+6,41
NWO7 40,61 + 4,48 26,36 + 2,50 28,23 + 3,69 61,49+540 4938+1,70 58,24+0,75 82,44+198 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
NwW18 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 3538+9,41 38,85+1,28 56,52+0,60 9,20 +0,75
NwW21 64,53 £ 1,01 67,08 + 3,88 27,95 *+ 9,67 68,49 +0,45 3560+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 9294+041

HL-60 (leucemia promielocitica aguda), K562 (leucemia mieloide crénica), NCI-H292 (carcinoma mucoepidermoide de pulmao),

HCT116 (cancer de célon humano), HT29 (adenocarcinoma de célon), MCF7
(mastocitoma), L929 (fibroblasto), DOXO (doxorrubicina).

(adenocarcinoma de

mama humano),

P815
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Figura 9 — Percentual de inibicdo do crescimento celular (IC%) dos derivados
Tiazdlico e Tiazolidinedionicos, na concentragdo de 50 ug/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 padrdo 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: ndo
significativo.

Parte dos estudos realizados por pesquisadores em atividade antitumoral, in
vitro, iniciam na concentracdo de 50 pg/mL (HERRERA-ESPANA et al., 2020;
RODRIGUES et al., 2018; ROQUE MARQUES et al., 2019; SANTANA et al., 2018).
Esta concentracdo é importante pois colabora na selecdo dos compostos mais
promissores a farmacos (FALLAH-TAFTI et al., 2011).

Os compostos que apresentaram uma inibicdo do crescimento celular acima
de 75% na concentragao de 50 ug/mL (Tabela 4; Figura 9), foram testados em véarias
concentragbes para a determinacdo da Clso (FOUCHE et al., 2008). Dentre os
compostos testados, as amostras da série tiazol (NJ20) e tiazolidinediona (NWO05),
apresentaram predominancia, na concentracdo de 50 pg/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%). E possivel
observar também que frente a HCT116 a NJ20 foi a que mais se destacou em
comparacao aos demais derivados (Figura 9). Também foi possivel observar que o0s
compostos testados em uma linhagem de célula normal (L929) ndo foram
citotoxicos, mostrando assim que esses compostos sdo promissores como futuros

farmacos.

4.3.2 Determinagéo das Clso dos derivados do tiazol e da tiazolidinediona

Na atividade citotoxica in vitro dos 19 derivados (seis tiazois 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 substancias
(NJ17, NJ19, NJ20, NJ21, ST04, ST05, NWO05, NWO06, NWO07 e NW17)
apresentaram atividade citotoxica superior a 75% de inibicdo de crescimento das
linhagens celulares de caracteristica aderente e uma linhagem em suspenséo,
sendo estas escolhidas para a determinacgéo da Clso (Tabela 4; Figura 10).

Entre os tiazéis, a NJ17 foi mais citotdxica para a linhagem P815, com Clso de
1,05 pg/mL e a NJ20 se destacou por apresentar atividade frente a cinco das sete
linhagens testadas, sendo mais ativas nas linhagens HL-60 (Clso = 1,12 pg/mL),
K562 (Clso = 1,54 pug/mL), NCI-H292 (Clso = 2,20 pg/mL), HT29 (Clso = 1,43 pg/mL) e
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MCF7 (Clso = 1,53 pug/mL) (Tabela 5; Figura 10). Especificamente o tiazél NJ20, em
relagdo aos outros derivados, apresentou uma Clso ainda menor frente as linhagens
de K562 e HT29 (Figura 10). Em relacdo as tiazolidinedionas a ST04 foi mais
citotoxica para a linhagem HL-60, com Clso de 2,06 pg/mL e a NWO05 se destacou
por apresentar atividade frente a quatro das sete linhagens testadas, sendo mais
ativas nas linhagens K562 (Clso = 2,06 pg/mL), NCI-H292 (CI50 = 2,32 pg/mL),
HCT116 (Clso = 3,62 pg/mL) e HT29 (Clso = 5,21 pg/mL) (Tabela 5; Figura 10).
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Tabela 5 — Valores da concentragdo que inibe 50 % do crescimento celular (Clso) e o intervalo de confianga (IC 95 %) das fases em
linhagens tumorais testadas pelo método do MTT apdés 72 h de incubacéo.

Amostras CI50 (pg/mL) e IC 95 %
HL60 K562 NCI-H292 HCT116 HT29 MCF7 P815
1,05
NJ17 (0,88 - 1,26)
1,18
NJ19 (0,89 - 1,55)
1,12 1,54 2,20 1,43 1,53
NJ20 (0,69 - 1,83) (0,96 - 2,49) (1,83 - 2,65) (1,00 - 2,04) (1,27 - 1,84)
1,49 4,24
NJ21 (1,05 - 2,10) (3,08 - 5,84)
2,06 8,25
(1,32 -3,22) (6,46 - 10,54)
ST04
5,96
STO5 (3,94 - 9,04)
2,44 2,32 3,62 5,21
NWO05 (2,14 - 2,78) (1,70 - 3,16) (2,14 - 6,13) (4,22 - 6,43)
12,46
NWO06 (5,97 - 26,03) N.T.
5,82
NWO7 (4,54 - 7,46)
4,09 4,36
NW17 (3,29 - 5,07) (3,81 -5,00)
DOXO 0,04 0,17 0,06 0,46 0,78 0,18 0,26
(0,01 - 0,09) (0,15 - 0,20) (0,03-0,12) (0,30 -0,71) (0,60 - 1,03) (0,13 -0,26) (0,24 - 0,29)

HL-60 (leucemia promielocitica aguda), K562 (leucemia mieloide crénica), NCI-H292 (carcinoma
HCT116 (cancer de colon humano), HT29 (adenocarcinoma de célon), MCF7 (adenocarcinoma

(mastocitoma), L929 (fibroblasto), DOXO (doxorrubicina).

mucoepidermoide  de
de

pulmao),
mama  humano), P815



61

0.54 ot a4 1.0
ad a4 —_— ad/b3
—— ¢ Doxorrublicina
" 0.0 ¥ % s NJ19 0.54 —=— + Doxorrublcina
3 4 NJ20 2 ond » NJ20
o -0.5 3] —
2 v NJ21 ) .04 - Ao NWOS
3 40! .« STO4 L Bae
481 e
=
20 v -1.0 u
@ v
S 34 &
ad
0.5+ ad 1.04
—— = = ¢ Doxorrubicina
0.0 ® Doxorrubicina a4 2 NWO5
2 " NJ20 2 0.5 e
o
% 0] A NWOS g
> S
1.0 0.0
15 - 05 —
v o
Q"& &
& &
1.0 0.5+
243 ® Doxorrubicina ad @ Doxorrubicina
= = " NJ20 e » NJ20
g 054 A NWoS 2 g0l
% , 2
3 —— 3
0.0 I -0.54
——
0.5 T 1.0 T
A
%& QS'Q
0.2+
...“..
i 0.0 S ¢ Doxorrubicina
g 43 . N7
&
o
- .0.44
o8f —4—
08 T
)
N
QQ

Figura 10 — Concentracéo que inibe 50% do crescimento celular (Clso) expresso em
LogCI50, dos derivados de Tiazbis 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 sédo importantes para verificar a toxicidade

de novos compostos nos estagios iniciais de desenvolvimento do farmaco
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(PUTNAM; BOMBICK; DOOLITTLE, 2002). Li, Zhou e Xu (2015) e Soenen et al.
(2012) relatam que a citotoxicidade € um dos testes de avaliacao biologica e rastreio
gue utiliza células de tecidos in vitro para observar o crescimento celular, reproducao
e efeitos morfolégicos. De acordo com Uboldi et al. (2012), o desenvolvimento
continuo de testes de citotoxicidade, métodos de detec¢cdo de dano celular,
mensuracdo do crescimento celular e propriedades metabdlicas, foram
gradativamente sendo desenvolvidos de forma qualitativa para quantitativa,
fornecendo assim informagdes significativas (EISENBRAND et al., 2002). Segundo
os parametros definidos pelo Instituto Nacional do Cancer dos Estados Unidos
(NCI), uma substancia € considerada citotéxica quando apresenta Clso < 4,0 pg/mL
para células tumorais (ITHARAT et al.,, 2004). Tais critérios reforcam que o0s
derivados tiazdlicos e tiazolidinedibnicos avaliados apresentaram consideravel
potencial citotoxico em células tumorais humanas, sendo néo citotoxico para células
normais utilizadas neste estudo.

Estudos realizados por Santana et al. (2018) com derivados tiazélicos,
mostraram que 0s compostos apresentaram forte atividade citotoxica, com CI50
menor que 10 pM 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 posi¢céo
para, podem apresentar valores significativos de CI50. Este estudo corrobora com
0s resultados encontrados na presente pesquisa, onde o derivado tiazolico NJ20
apresentou inibicdo nas linhagens tumorais HL60, K562, NCI-H292, HT29 e MCF7.

Omair e colaboradores (2018), realizaram testes com derivados tiazolicos e
mostraram que 0S compostos apresentaram atividade citotdxica moderada, com
CI50 maior que 4 pg/mL para as células tumorais testadas, HCT-116, MCF-7 e
HePG-2. Shakir et al. (2016), em experimentos realizados em derivados tiazolicos,
em células tumorais HCT-116 e MCF-7, apresentaram atividade citotdéxica de
moderada a alta.

De acordo com Oliveira (2014), a presenca de halogénios substituintes no
anel aromatico dos derivados tiazolicos, provocam uma tendéncia para o aumento
da atividade biolégica, pois quanto maior o raio atdbmico do atomo nos compostos
para-substituidos com F, Cl e Br, mais potente sera inibi¢cdo. Oliveira (2014) também
observou que a presenca de um outro halogénio nas demais posi¢coes de fenila
como inserir um halogénio na posicdo orto da fenila, provoca uma melhora da

atividade bioldgica. Hassan et al. (2012) avaliaram a importancia dos substituintes
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presentes no anel aromatico ligado na posicdo C4 do 1,3-tiazol e afirmaram ser
essencial a substituicdo 2,4 do anel tiazol para a efetiva atividade antitumoral.

Com relacdo as tiazolidinedionas, Trotsko et al. (2018), observaram que o
acetato de 2-{[2-(3-clorobenzoil)hidrazinilideno]metil}fenil(2,4-dioxol,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 cancer de pulm&o NCI-H292, com valor de CI50 de
1,26 pg/mL.

Tendo em vista esses dados apresentados, os resultados apresentados no
presente estudo indicam que os derivados NJ20 e a NWO05 se apresentam como
moléculas promissoras para o desenvolvimento de novos farmacos antitumorais,

visto que a citotoxicidade variou de moderada a alta.

4.3.3. Atividade citotéxica em células mononucleares de sangue periférico
humano (PBMCs)

O objetivo deste teste € avaliar a seletividade dos compostos. A atividade
citotoxica em PBMCs dos derivados dos tiazolicos e tiazolidinbnicos neste trabalho
apresentaram Clso < 50 pg/mL (Tabela 6; Figura 11). Os derivados demostraram
baixa toxicidade para as células mononucleares quando comparados com o farmaco
controle (doxorrubicina). Quando comparados todos os derivados entre si, observou-
se que ndo houve diferenca estatistica significante em relacdo a toxicidade em
PBMC, quando expressa em LogCI50 (Figura 11). De acordo com Granados-
Principal et al. (2010), a doxorrubicina embora utilizado na terapia anticancer, tem a
sua administracéo limitada, principalmente por causar cardiotoxicidade e alteracdes
renais decorrente da sua acdo mediada por radicais livres. Desse modo, 0s
resultados indicam que os derivados tiazdlicos e tiazolidindnicos podem apresentar-
se como moléculas promissoras para o0 desenvolvimento de novos agentes
antineoplasicos, visto o perfil citotéxico baixo frente as células mononucleares de

sangue periférico humano.
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Tabela 6 - Atividade citotoxica e hemolitica dos derivados tiazodlicos e
tiazolidinediénicos em células mononucleares do sangue periférico humano. Os
valores representam o percentual de inibicdo do crescimento celular (IC%) em
linhagens tumorais na concentragao de 50 ug/mL.

PBMC Eritrocitos
Amostras
Clso (Mg/mL) e IC 95 % CEso (Mg/mL)
26,87 > 200
NJ17 (17,97 - 40,19)
26,62 > 200
NJ19 (17,45 - 40,61)
26,20 > 200
NJ20 (17,61 - 38,98)
26,33 > 200
NJ21 (15,37 - 45,10)
34,25 > 200
STO04 (22,07 - 53,16)
31,18 > 200
STO5 (29,18 - 34,77)
25,03 > 200
NWO05 (17,90 — 34,99)
31,25 > 200
NWO06 (21,58 - 45,26)
31,01 > 200
NwWO07 (21,11 - 45,53)
32,13 > 200
NW17 (20,00 - 51,61)
0,41 N.T.
Doxorrubicina (0,38-0,46)

*CE so0: Concentracdo efetiva em que a substéncia testada possui em causar
hemdlise em 50 % dos eritrécitos. Resultados expressos em pg/mL. N.T. =
N&o Testada
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Figura 11 — Atividade citotoxica em células mononucleares do sangue periférico
(PBMC), expressa em LogClI50, dos derivados Tiazélicos e Tiazolidinedionicos que
inibiram anteriormente o crescimento celular (IC%) em linhagens tumorais.

A citotoxicidade para os derivados tiazolicos e tiazolidinbnicos também foram
comparadas utilizando o indice de seletividade (IS), que consiste na razao 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 — Clso dos derivados tiazélicos e tiazolidinedibnicos em células
mononucleares do sangue periférico humano (PBMC) com as linhagens celulares no

ensaio de viabilidade celular e seus respectivos indices de seletividade (1S).

HL60
Amostras IS (ug/mL)
NJ19 22,56
NJ20 23,39
NJ21 17,67
ST04 15,46
STO5 6,28
K562
NJ20 17,01

NWO05 10,26




NCI-H292
NJ20 11,91
NWO05 10,78
HCT116

NWO05 6,91
HT29

NJ20 18,32
MCF7

NJ20 17,12
P815

NJ17 25,59
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Os resultados de indice de seletividade foram considerados significativos,

conforme Tabela 7 e as Figuras 12 e 13. Os compostos que apresentaram maior

seletividade entre os tiazbéis foram a NJ17. Esta apresentou potente atividade

citotoxica frente linhagem de mastocitoma (P815), com Clso = 1,05 pg/mL e CI50 =

26,87 ug/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 possivel 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 indice de seletividade entre derivados Tiazbis e

Tiazolidinedionas, frente a linhagem HL60.
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Figura 13 — indice de seletividade representado em escala logaritmica, entre
derivados Tiazois e Tiazolidinedionas, frente a linhagem HL60. Anova de uma via,
média aritmética seguida do erro padrédo 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 indice de seletividade pode indicar o
potencial e seguranca do composto em testes clinicos. A maioria dos farmacos

disponiveis destroem as células tumorais e células normais com maior taxa de
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mitose, como por exemplo as células sanguineas e como consequéncia desta baixa
seletividade, ocorrem inUmeras reacdes adversas e toxicas (OLIVEIRA; ALVES,
2002; FERREIRA et al., 2014).

4.3.4 Atividade hemolitica

Este teste, de acordo com Chen et al. (2015) e Saurav e Kannabiran (2012), é
realizado para determinar a capacidade em causar lesées na membrana plasmética
dos eritrocitos, uma estrutura dindmica que responde diretamente a interagdes com
farmacos.

Na avaliacdo da atividade hemolitica por derivados tiazodlicos (NJ) e
tiazolidinedionicos (ST e SW) foi obtida uma CEsp > 200 pg/mL (Tabela 7; Figura 12
e 13). Uma substancia é considerada hemolitica quando apresenta uma CEso < 200
Mg/mL (COSTA-LOTUFO et al., 2002). Portanto, estes derivados demonstraram nao
provocar lise em eritrOcitos humanos, 0 que sugere que seus efeitos citotoxicos
estejam associados a um mecanismo de morte mais especifico e ndo diretamente a
algum dano causado na membrana plasmatica da célula (COSTA-LOTUFO et al.,
2002; COSTA et al., 2008).

Estes resultados corroboram com estudos realizados por outros
pesquisadores que comprovaram ndo haver hemolise por seus compostos testados,
mesmo na concentracdo mais alta (200 pg/mL) em derivados tiazdlicos e
tiazolidinbnicos (ABBASI et al., 2020; SANTANA et al.,, 2018; UWABAGIRA,;
SAROJINI, 2019).
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5 CONCLUSAO

O As novas moléculas obtidas dos derivados do tiazol (série NJ) e
tiazolidinediona (séries ST e NW), apresentaram atividade citotoxica frente
linhagens celulares tumorais. Os compostos nao mostraram atividade

antibacteriana instrinseca;

O Apresentou-se atividade citotoxica significativa frente as linhagens HL-60,
K562, NCI-H292, HCT116, HT29, devendo-se destacar dentre todos o0s
resultados obtidos neste estudo, a acdo da NJ17 para P815 (mastocitoma) e
NJ20, mostrando-se mais seletiva para a HL-60 (leucemia promielocitica
aguda). Esta ultima e a NWO5 foram as que apresentaram maior indice de
seletividade e menor citotoxicidade em linhagem de linfocitos;

0 Os compostos ndo causaram hemolise ou lesdes na membrana plasmatica

dos eritrocitos;

0 Os compostos nao apresentaram atividade antibacteriana intrinseca
apresentando uma CIM = 1024 ug/mL frente todas as cepas multirresistentes
testadas, SA 1199 e SA1199B;

O Na avaliacdo da inibicdo de bomba de efluxo, os derivados da série NJ (NJ16,
NJ17 e NJ20) e NW (NWO05, NW10, NW18, NW19 e NW21l) quando
associados a norfloxacina, reduziram em trés vezes ou mais o valor da CIM
da norfloxacina frente a SA1199B que superexpressa a bomba de efluxo
NorA, sendo um indicativo da inibicdo de bomba de efluxo. Além de se
observar uma reducao de CIM da norfloxacina consideravel induzida pelas
NJ16 e NJ17, enquadrando-se em modificacdo do fenotipo da cepa selvagem

SA1199, sendo sugerida a ocorréncia de tal mecanismo;

U Os resultados dos testes in silico de ancoragem corroboraram com 0s
resultados dos testes in vitro e revelaram que principalmente a NJ16 e NJ17

apresentam interacfes importantes que justificam a possibilidade de inibicao
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da NorA, colaborando assim para evidenciar os derivados de tiaz6is como
promissors frente células tumorais e de inibicdo de resisténcia por efluxo,

podendo ser utilizados no desenvolvimento de novos farmacos com atividade
anticancerigena.
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PERSPECTIVAS

o Desenvolver ensaios de citotoxicidade frente a outras linhagens de
células tumorais, a fim de estabelecer a seletividade dos derivados

tiazolicos;

e Selecionar o melhor composto entre as duas classes e estudar

possiveis mecanismos de acdo antitumoral in vitro;

e Testar os derivados promissores em modelos experimentais in vivo;

e Avaliar o efeito dos derivados tiazélicos e tiazolidinbnicos em outras

bombas de efluxo bacterianas com caracteristicas especificas.
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Thiazol and thiazolidinedione derivatives are known in the liter for pr
such as anti-diabetic, anti-inflammatory, antiparasitic, antifungal and anti
this study reports on the synthesis and antib activity of thi

vatives, as well a5 their effects in with norfl % NorA effiux pumps in the Staphylococcus
aureus 11998 (SA-11958) struin. Ameng the 14 compound luated, 9 were found to potentiate norfloxacin
activity, with 4 compounds from the NJ series promoting a thmeefold norfloxacin MIC reduction. Molecular
docking assays were used to confirm the binding mode of most active compounds. In the in sbeo study, the
efficiency of the interaction of NJ series compounds with the NorA pump were evaluated. Denivatives from both
wisdidmulmwm:idu:bkiauimicmﬁbmuialuﬁvitytwc > 1024 yg/mL) against any of the tested
struins. However, the NJ16 and NJ17 pounds, when iated with norfl i duced the MIC of this
drug WMdndndtRmedNotAmmtheHmeMoreovcr.mmeNW(!B 10, 18, 15 =nd 21) and
NJ compeands (16, 17, 18 and 20) pr d low to mod I cells. Molecul

docking studirs supported the potent ia virro inhibitory nctm:yofNJ'lBInd l\.ﬂ? which showed NJ16 and

NJ17 possessed more favorable binding :nerpu o( 903Kmi./mol and - 9Jllullmol. respectively. In nd-

dition, NJ16 showed different types of & d in ) Tasi
with noefl

NI17, in b
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against S. @rmes SA-11998, the norA-overcxpressing struin, with low cytotoxicity in normal cells.

1. Introduction

Bactertal Infactions are Increasing worldwide and constitute a ser-
lous public health problem belng responsible for Increasing mortality
rates and pablic health costs.”* The emargence of multidrug resistant
(MDR) microorganisms in different bacterial specles Is a8 worrying
factor and has evolved into a worldwide health threat.™* The severity of
antiblotic resistance lles in the fact that bacterial strains are not only
resistant to commonly avallable antibecterials but may also have

* Carresponding authors.

Increased virulence, with these highly pathogenic and often resistant
stralns Increasing mortality rates.”“ One of the contributing factess to
bacterial reststance Is the abusive and indiscriminate use of antiblotics,
primarily responstble for promoting a selective bacterial effect, re-
sulting In the emergsnce of MDR strains.”” Therefore, the discovary
and development of new antibtotics or agents capable of reversing
bactertal resistance are of crucial Importance to counter the accelerated
growth of multidrug resistant pathogens.

Seaphylococcus  gqurens, 3 commensal Gram-positive  bacterial
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pathogen, is assoclated with community and hospital Infections which
may cause bacteremin, skin Infections, pneumonta, boae and joint In-
fections, as well as endocarditis.” " This bacterium is generally Isolated
from Infected surgical wounds, which may represent focl for the de-
velopment of systemic Infections, and i able to colonize several eco-
logical niches within its human host, including the skin and the re-
spiratory tract™'' According to Liu et al,’” S. aureus strains may
become resistant to methicillin, penicillins, lincomycins, tetracyclines,
nifamplcin and vancomycin. As described by Gibbons,” this bactertum
Is capable of scquiring resistance to all antiblotics, which becomes a
global public health problem. Different factors contribute to bacterial
resistance, Including numerous efflux systems which reduce the effec-
tive Intracedlular concentration of antiblotics and which have been re-
ported In Gram-positive and Gram-negative bacteria.'* According to
Hernando-Amado at al.** and Nikaido,'" multiple drug afflux pumps
constitute a group of carriers found In arganisms, and which contribute
to the resistance to compounds used In the treatment of different dis-
eases, Including resistance to anticancer drugs, antibiotics or antifungal
compounds. Bacterial efflux pumps are classified Into five families: the
resistance npodulation and cell division (RND), the major facilitator
superfamily (MPFS), ATP-binding cassatte ABC superfamily, small mul-
tdrug resistance Family (family-SMR), and the multidrug and toxic
compound extrusion family {MATE)."""” The 5. aureus NarA MFS ef-
flux pump actively transports several antibiotics Including fluor-
oquinolones {e.g, clprofloxacin and norfloxacin) and contributes to the
MDR phenotype in these bacteria.™ Co-administration of an efflux
pump (nhibitor (EPI) with antiblotics Is therefore a promising strategy
against resistant clinical stralns. ™ **

According to Herlshbarg et al.** and Thota et al.,** studies are being
carmried out to develop new antibacterial agents capable of preventing
the extrusion of drugs such as methicillin, vancomycin and doxycycline
and to identify compounds which reduce or block efflux pump activity.
Among these compounds, thiazolidinedione and thiazole denvatives
may become a new class for the development of antibacterial drugs.™

Studies with thiazole derivatives have shown this class possesses
antibacterial and anti-inflammatory,”™ antidepressant,*” antitumor, ™~
antituberculosis,” antiprotozoal™ and antichagacic™ activities. Thia-
zolidinediones are Important given their biological activities, such as:
antimicrobial,™ hypoglycemic ™ aati-inflammatory,™ steroldogentc™
and antiviral’” properties.

Therefore, the synthests and evaluation of thizzolidinedione and
thiazole derivatives as potential antibacterial agents and/or NorA efflux
pumyp Inhibitors present n the S. qurews 11998 (SA-11998) straln were
the focus of this research. Docking studles were also performed to 0b-
serve, [n siiico, Interactions between the most active compounds with
the molecular target, the NorA efflux pump.

2. Results and discussion

2.1, Chemisery

The compounds synthesizad (n this study were obtained In two staps
(Scheme 1). In the first step, the thiosemicarbazide reacted In aqui-
molar amounts with 2-methoxy-5-bromo-benzaldehyde through a
condensation reaction in the presence of hydrochloric acid as the re-
action catalyst to obtain a thiosemicarbazone (TSC), which served as an
Intermedlary for thiazole synthesls followlng Its acquisition. This
second step was carried out In the presence of different 2-chloro or 2-
bromoacetophenones (unsubstituted, 4-chloro, 4-bromo-4-fluoro, 4-
nitro, 4-pheayl).

Thereafter, the compounds had thalr structures determined by *H
and *3C Nuclear Magnetic Resonance. In general, 'H NMR allows
methoxyl group hydrogens (5 3.80-3.87 ppm), Imino hydrogens (5§
8.26-8.62ppm) and the thiazole ring hydrogen (§ 7.31-7.71 ppm)
signals to be highlighted.

During the formation of thiazoles using the adoptad methodology,
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the generatad Imine bond may be endocydiic or exocyclic, in relation to
the formed thiazole, due to the tautomerism presentad In the structure
of these compounds.

Thus, a displacement of the hydrogen signal in tha —NH group may
undergo modifications depending on the organic function generated.
The literature shows that hydrogen signals for lactams, 4-thiazolidi-
nones and thiazolidine-2 4-diones appear In a more unprotectad reglon
between § 11.4-12.4ppm. On the other hand, hydmzinic hydrogens
have displacements reported In more protected regloms, below
11 ppm.**"* The compounds described In this study showed signals
referring to the —NH group In the § 12.25-12.39 ppm reglon, which
suggasts the NJ serles thiazol has an exocyclic imine bond.

2.2, Ambacrerial acivisy

The tested thiazolidinedione and thizzole dertvatives did not pre-
sent Intrinsic anttbactertal activity, a fact supported by the high
minimal inhibitory concentration value, which Is considered trrelevant
since It was above 1000 ig/mL.*" However, one of the advantages of
effective efflux pump Inhibitors is the absence of anttbactertal activity,
since the lack of this activity avoids potentizl bacterial resistance to the
substance In question,’ which led us to Investigate their actions as
efflux pump Inhibitors.

2.3 Effan pump tnhibisory acdvity against she muleiresiseant SA 11998
Serain

The motecules NWOS, NW10, NWIS, NW19 and NW21 presented
synergistic effects with norfloxacin against the SA 1199 wild-type stratn
and the resistant 11998 NorA pump carvier strain when compared to
the control (Fig. 1). Therefore, these results Indicate this effect may
Involve other mechantsms beyond efflux pump Inhibfion, since NW
compounds (NWS, NW10, NW18, NW19) presented synergistic effects
with norfloxacin, inhibiting the mutant 11998 strain camrying the NorA
pump, while compound NW21 presentad an Inhibitory effect only
agalnst the mutant strain.

An antagonistic effect was observed with the combinations between
norfloxacin and the substances NW06, NW07 and NW17, where a
higher concentration of norfloxacin was required to Inhibit bactertal

The Table 1 shows detalls of significant synergistic effects against
the SA 1199 straln by NWOS, NW10, NW18, NW19 and NW21 sub-
stances which obtalned, respectively, MIC valuas of 32, 32, 50.8, 8 and
8ug/mL On the other hand, the mutant strain obtained MIC values of
128 pg/mL for these substances. Moraover, the molecules” cytotoxicity
were evaluated (n L929 fibroblasts, as shown In Table 1,

As shown In Fig. 2, compounds NJ16, NJ17, NJ18 and NJ20 pre-
sented a synergistic Inhibitory effect with norfloxacin agalnst the SA
1199 wikd-type straln, obtalning MIC values of 0.5, 0.63, 16, 5 and
32 pg/ml, respectively (Table 2). As for the 11998 mutant strain car-
rylng the NorA pump, a synergistic effect was observed with nor-
flaxacin for the compounds NJ16, NJ17, NJ18, and NJ20. On the other
hand, compounds NJ19, NJ21 presented an antagonistic effect when
assoctated with norfloxacin against both strains.

‘While analyzing the data set, compounds NJ19 and NJ21 presented
antagonistic effects against the two strains when associated with nor-
floxacin, while other substances presented synergistic effects. Given
that NJ16, NJ17, NJ18, and NJ20 compounds In assoctation with
norfloxacin showed synergism against both wild-type and resistant
strains, these compounds may also be acting by other unidentified
mechanisms In addition to Inhibiting efflux pumps, especially com-
pound NJ20 where the most pronounced synergistic effects were ob-
served In the wild-type strain.

MIC values for NJ molecules against the NorA overexpressing SA
11998 strain are detalled In Table 2. MIC values for the NJ16, NJ17
and NJ18 molecules were recorded #s 50.8, 40.3 and 64 ug/mL,
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s OCH, OCH, n OCH,
] CHO =, N _NH; SN S
Han M X o N If = NN
NN @ (. )
Br 8r Br
thiosemicarbazone
NJ 16-21
Compound R
NJ-18 pheryl
NJ-17 4-chioro-pheny!
NJ-18 4-promo-phanyl
NJ-18 4 fusea-phesyl
NJ-20 d-nitro-pheny!
NJ-21 A-phanyl-phenyl
Sch 1. Synthesis of thizzcles and 4-thiazolids desivati ” and diti (2) ethanal, HCl, roocm temp (b) NaAcO, substituted acet-
cphenanes, ethanol, reflux; (c) NaAcO, ethyl chiorcacetate, ethanol, reflux.
respectively, representing a MIC reduction greater than threefold In

relation to the effect of Norfloxacin alone. As for the cell growth In-
hibition percentual (GI%) agalnst L929 fibroblast cells, a low cyto-
toxicity was observed.

A reduction In inhibitory concentration is already well known In the
literature as an Indication of efflux pump Inhibition.** According to
Costa et al.*” and Schindler et al.,** & minimum Inhibitory concentra-
tion reductlon of three tmes or more using the broth microdiiution
method &s Indicative of @ pump Inhibitory effect. This reduction was
observed for compounds NJ16, NJ17 and NJ18 when assoctated with
norfloxactn against the NorA efflux pump carrying strain. In addition, It
Is noteworthy a synergistic effect was much more evident tn the wild-
type strain.

The efflux pump Inhibition observed In the present study was coa-
firmed by In silico analysls. NW serfes substituent groups In the mole-
cules were observed to have no great Influence on pump tnhibitton,
since certain modifications did not Increase thelr ability to Inhibit the
pump. Moreover, certaln substitutions provoked an Increase In drug
resistance characterized as an antagonism, as was the case for NW16
and NW17 with the addition of bromine.

It is worth mentioning the observed antagonisms In many drug as-
soctations may be related to an antblotic chelation affect, as already
describad In the literature. The binding groups present In these mole-
cules can form bonds with the antiblotic and prevent It from acting on
the target.**

The NJ seres, as previously mentioned, showed the best potential
for efflux pump inhibition with a 3-fold MIC reduction, as observed for
compounds NJ16, NJ17 and NJ18 where a greater synergism was
observed against both the wild-type and the NorA pump carrier strain.
In these compounds, the presence of various functional groups acting as
potential pump binding sites may have favored this effect. It Is known
in the literature that molecules with many binders can better Interact

Table 1
Minimal inhibitory ion of NW seres sub against the SA 1199
sensitive and SA 11958 multirssistant strains and the cell growth percentage
inhibition (1G%) of NW series substances in fibcoblast cells (L929), tested at a
concentration of 50 pg/ml using the MTT method following 72 h of incubation.

Compound Norfloxactn MICS (333/m1) 1929 Cytotexdcity (1G%)
SA 1199 SA 11098

Norfloxacin 64 + 100 256 + 1.0 -

NWos 32 + 100 123 4 1.00 2895 + 334

NWOs 1024 + 100 1024 4 100 1503 + 370

Nwo7 e+ 100 1024 4+ L00 2107 + 5.08

Nw1o 32 + 058 128 + 058 611 + 1.80

Nwi7 024 4 100 1024 4 100 15.83 & 3.03

Nwis 508 + 0.86 128 + 0.58 15.10 + 1.80

Nwie 8 4 058 128 + 0.58 9.20 + 0.43

Nw21 8 4 058 128 + 0.58 1960 + 2.20

The values the grometric mean + SEM. (standard error of the

men). Two-way ANOVA followed by Bonferroni’s post-hoc test. Cytotoxicity
results are expreased as a cell growth inhibition percentual (G1%) when com-
pared 1o the control (medium only). Each concentration was lested in tripli-
cates.

with efflux pumps and cause thelr Inhibitton. ™"

Efflux pump Inhibition ts one of the maln strategles In bacterial
resistance control. There are several ways In which efflux pump In-
hibitors can act, such as: energy uncoupling, direct binding and pump
Inhibition, pump gene expression Inhtbition, ron chelation required for
pump action, membrane fluidity alteratioas, In addition, efflux pump
inhibitors may be peptidomimetics and antibtotic analogs."’ With this
In mind, In our study, It s belleved direct binding s one of the main
mechanisms responsible for the observed effact.

Fig. 1. Ability of NJ substances associated with
neefloxacin to inhibit the NorA sflux pump in SA
11958 multiresistant  strains, compared to the

0 Norfioxacin SA1199 wild-type strain devoid of the pump. The
B8 NW S+ Norflo values represent the geometric mean = SEM.
&= NW S +» Norflo (standard error of the mean). Two.way ANOVA,
0 NW 7 + Norflo followed by Bonferroni's post-hoc  test  ad
3 NW10eNorflo P < 00001 v antibiotic comtrol; Norflac
BN NW1TeNomlo  Nerfloxacin.

B NW 18 + Nodfio
E= NW 19+ Nodflo
NW 21 « NotTlo
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Fig. 2. Ability of NJ senes substances to inhibit
NorA efflux pumps in SA 11993 nl.lmuuum
strains, in with
m:SAllwqupcsmdﬂodcflh:pmp
The values represent the geemetric mean = SEM.
(standard estor of the mean). Two-way ANOVA,
followed by Benferroni’'s pesthoc test ad
p < 00001 s oantbictic controk Norfi
Norfloxacin.

3 Norfloxacin

B NJ16 + Norflo
£ NJ17 + Norflo
mr NJ18 + Norflo
@7 NJ19 + Norflo
2 NJ20 + Norflo
E= NJ21 + Norflo

sigma Interactions between LEU32S and benzene with a distance of
6.06 A (Fiz. 38). Mean while, the NJ17 compound showed more sig-
nificative Interactions with SER262 with hydrogen bonds with the
amine group with a distance of 2.43 A. Other P1-Alkyl Interactions
between LEU269 and brome with a distance of 4.32 A, Alky! Interac-
tons between ALA339, ILE341, ALA261, ALA1BO and benzenes rings
with a distance of 5.0A, 5.02 A4 4534, 4.92 A and 3.55 A, respectively.
letypemmcumsbetmmmmandls-mmoumneand

Compoazd Norflaxacdn MICs (pg/mL} 1929 Cytotoxicty (GI%)
SA 11w SA 11998

Norfloxacin 64 + 1.00 256 + 1.00 -

NI1& 05 + o.08 508 + 088 Pl )

NNz 063 + 086 403 + 086 30,07 & 315

NJIB 1600 ¢+ 1.00 64 = 100" 17.30 + 6.40

N9 124 + 1.00 024 + 100 3125 + 0,91

NJ2Z0 5 + 0.8 128 + 058 39.90 + 260

Ng21 1024 & 1.00 1024 + 100 1503 & 170

The values represent the geometric mean + SEM. {standard error of the
mean). Two-way ANOVA followed by Bonferroni’s post-hoc test. Cytotoxicity
results are expressed as a celf growth mhibition percentual (GI%) when com-
pared with the control {(medium only). Each coocentration was tested in tri-
plicate.

* p < 0.0001 vs sntibiotic contral.

2.4. Moiecular modeling and docking seudies

In this study, only compounds showing significant activity agalnst
the multiresistant SA 11998 strain were used In docking studies, Flg 3
shows all Interacticn posttions between the amino scids present at the
docking site for compound NJ16 (Flg. 3A) and compound NJ17
(Fig 3C) revealing the orientation of all possible ligand modes within
the binding site. The docking assays carried out show ligand-bound
protein complexes with output clusters, obtalned after each run
Docking assays also showed that cluster presents structures with the
best full interactions.

Docking studtes revealed that thiazoles were recarded as the most
favorable with a binding energy of — 9.34 Xcal/mol for the compound
NJ17 and —9.03 Keal/mol for the compound NJ16 with different In-
teraction types being Involved In stablizing the complex (Van der
Waals, hydrogen bond, electrostatic effect and pl-alkyl Interactions,
among others). The compound NJ16 shows Pl-Mki: type Interactions
between ALA1S and brome with & distance of 4.31 A, PI-P1 Interactions
between TYR257 and beazene with a distance of 5.82 A, PI-Alkyl type
Interactions between ALA339 and ILE341 and the 1,3-Thiazolidine
group with a distance of 4.38 A and 5.04 A, respectively, PI-PI Inter-
actions betwean LEU269 and benzene with a distance of 7.1 A and Pi-

rings with a distance of 4.87 A and 5.46 A, respactively, were
found to Interact with the NorA complex (Fig. 3D). The binding energy
of Interaction for the different compounds are shown In Table 1. These
results corroborate with the fn viero modulation assays (Table 3).

This study reports the interaction of thiazolidinedione and thiazole-
derived compounds may Interfere with efflux pump mechanisms.
Results from the docking assays corroborate with other present studles,
in which Upophilic and hydrogen bonding propesties improve the ca-
pacity of Inftbiting this pump. In the studles by Guz et al*” and Lewls
et al.,” lipophilic side chalns ware shown to be Important for the im-
provement of antibacterial activity. Citral derivative compounds cou-
pled with Alkyl/alkenyl/alyn! amides have been reported as potent S.
aureus NorA efflux pump inhibitors.”* The QSAR study shows that E-
state Indices and Alog P atom types are (mportant descriptors re-
sponsible for describing the activity of aryl alkenyl amide/imine basad
efflux pump Inhibitors.** This hypothests is also validated In this study,
whera the theoretical LogP calculated by the ALOGPS - VOCLAB, VIr-
tual Laboratory of Computational Chemistry (hitp://www.veclab.org),
showed the compound NJ17 (LogP = 5.91) has higher lipophilic
properties than the NJ16 compound (LogP = 5.15)." The hydrophobic
drugs with high partition coefficlents are preferentially distributad and
many pharmaceutical and blological events are dependent on thelr -
pophtlic characteristics as, absorption of chemicals In the Intestine by
passtve diffuston, able to diffuse over the blood-brain barrier and to
work longer In the human organism.

Other studles on the mechanisms of molecular interactions de-
monstrate that hydrophobic and hydrogen bonding Interactions are
responstble for the stabilization of the ginsenoside20 (S) — Rh2 with
the NorA protetn,™ = Sharma et al.** showed the piperine group is able
to form hydrogen bonds (2.06 A) with Argl41, favoring a structural
orientation capable of stabilizing the hydrophobic x-x Interactions with
other amino aclds. Similar Interactions have also been observed here,
which may 1n part be d that these compound derivatives (nter-
fere with the NorA pump mechanism.
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Fig. 3. Docking d

Table 2
The AG energy of binding with NorA.

Compound Energy (Raal/mel)

NJis
N7
NS
NJ19
NJ20
Naz21

-on
-9.34
~8.92
~-8.93
-9.01
~8.18
~8.90
~9.03
-8.60
~8.73
-9.40
~8.56
-8.60
-7.73

NwoT
NWI0
N7
Nwis
Nwi9
Nw21

3. Conclusion

According to results obtained in this study, we can conclude that
thiazolidinedione and thiazole derivatives did not present direct clintcal
anttbactertal activity against S. auwreus 1199 and S. aweaws 11998,
However, NJ serles derlvatives (NJ16 and NJ17) when assoclated with
norfloxacin raduced the MIC value (n the resistant strain by threefold.
Some NW sertes substances (5, 10, 18, 19 and 21) and NJ (16, 17, 18
and NJ20) presentad low cytotoxicity. Docking results were 1n ac-
cordance with the in wviero assay and, revealed these compound

the NorA efflux pump

Boorpanic & Matictnal Chemiey 27 (2019) 3797-5804

=

the NorA efflux pump and the NJ16 (A) and NJ17 compounds (C) with Ligplees
with the NJ16 (B) and NJ17 compounds (D) (stick model) (B).

derlvatives present a potential capacity to explain the NorA tnhibitgon.
4. Expertmental protocols
4.1. Chemtsery

All reagents used In this study are commercially avallable (Sigma-
Aldrich, Acros Organics, Vetac). The melting polnts were determined on
a Quimis 340 (Quimits, Brazil) apparatus and are uncorrected. Infra red
(IR) spectra were measured on a Bruker [FS-66 IR spactrophotometer
(Bruker, Germany) using KBr pellets. NMR spectra were recorded on a
Varian UnityPlus spectrometer 400 MHzZ (400 MHz for H and 100 MHz
for *'C) or a Bruker AMX-300 MHz (300 MHz for *H and 75.5 MHz for
*3C) Instrument by using tetramethylstlane as an Internal standard.
DMSO-d, was purchased from Sigma-Aldrich. The chemical shifts were
reported In & units and coupling constants (J) were reported In Hertz
(Hz). The multiplicities were givea as s (singlet), d (doublet), t (triplet),
m (multiplet), dd (double doublet). TLC devalopment was conducted on
0.25 mm silica ged plates (Merck, silica gel 60 F., In aluminium foll).

4.2. General procedure for the Syndhests of NJ sertes

Thiazoles (NJ series) were obtained from a reaction Involving 2-(5-
bromo-2-methoxybenzylidene)thicsemicarbazone (1 mmol; previcusly
synthesized) and different acetophenones (1.1 mmeol) at basic condi-
ticas tn ethanol. The reaction was processed under magnetic stirring for
24 h under reflux. Thereafter, the precipitate was filtered, washad with

97



PS5 Poerz aal

ethanol then dried In a desiccator under vacuum. An additional amount
of the destred compound could be recovered from the filtrate after
cooltng. After drying, the product was recrystallized from ethanol.””
The synthests of 1,3-benzodioxole dervatives (NW series) evaluated In
this study were obtalned as described by Stiva et al™
4.2.1. NJI6:  (E)-2+{2-(5-bromo-2-methaxybenzylidene-)itydrazinyl}-4-
phenylthiazole

Cy7H14BIN;OS. Yield: 57.70%. M.P. 253-254°C. R 0.5 (7:3n-
hexane/ethyl acetate). NMR *H (300 MHz, DMSO) & 3.84 (s, 3H,
OCHs), 7.07 (d, 1H, CH-Ar, J=8.7Hz); 7.33 (s, 1H, thiazole)
7.38-7.43 (m, 3H, CH-Ar); 7.52 (m, 1H, CH-Ar); 7.82-7.84 (m, 3H, CH-
Ar); 8.30 (s, 1H, HC=N); 12.30 (5, 1H, NH). NMR *°C (DMSO0, 75 MHz)
8: 56.08; 103.98; 112.51; 114.34; 124.51; 125.62; 126.75; 127.75;
128.28; 128.61; 132.87; 134.00; 135.73; 136.16; 149.59; 156.21;
168.01. HRMS m/z [M+H]* caled for Cp,H, BrN,0S: 388.0075;
found: 388.0083.

4.2.2. NJ17: (E)-2-(2-(5-bromo-2-methoxybenzylidene Jhydrazinyl)-4-(4-
chiorophenyljehiazole

C,,H,,BrCIN,OS. Yield: 50.90% M.P.: 176-178 °C. RE: 0.52 (8:2n-
hexane/ethyl acetate). NMR *H (300 MHz, DMSO) & 3.80 (s, 3H,
OCH,); 7.07 (d, 1H, CH-Ar, J = 9.0 Hz); 7.39 (5, 1H, thiazole); 7.64 (d,
2H, CH-Ar, J = 8.4Hz); 7.52 (d, 1H, CH-Ar, J = 9.0 Hz); 7.82 (d, 1H,
CH-Ar, J = 3.0 Hz); 7.87 (d, 2H, CH-Ar, J = 9.0 Hz); 8.29 (s, 1H, HC=
N); 12.29 (s, 1H, NH).. NMR °C (DMSO, 75 MHz) §: 56.06; 104.68;
11253; 114.32; 124.61; 126.70; 127.26; 128.61; 131.99; 13277;
133.31; 135.33; 149.18; 155.18; 168.13. HRMS m/z [M-+H] * calked for
C,-H, ,BrCIN,0S: 421.9685; found: 421.9651.

4.2.3. NJ18: (E)-2-(2-(5-bromo-2-methoxybensylidene Jydraztmyl)-4-(4-
bromophenryl)thiazole

Cy7H33BraNyOS. Yield: 64.10%. M.P.: 248-250°C. Rf 0.60 (7:3n-
hexane/athyl acetata). NMR *H (300 MHz, DMSO) & 3.84 (s, 3H,
OCH3); 7.07 (d, 1H, CH-Ar, J=8.7Hz);, 7.40 (s, 1H, thiazole);
7.48-7.53 (m, 1H, CH-Ar); 7.59 (d, 1H, CH-Ar, J = 9.0 Hz); 7.66 (d, 1H,
CH-Ar, J = 8.7 Hz); 7.78-7.82 (m, 3H, CH-Ar); 8.26 (s, 1H, HO=NJ);
12.27 (s, 1H, NH). NMR *°C (DMSO, 75 MHz) §: 56.06; 104.75; 112.51;
114.30; 124.59; 126.68; 127.54; 129.78; 131.51; 132.75; 133.09;
135.21; 149.23; 156.14; 16810. HRMS m/z [M+H]* caled for
CazHy3BraN-0S; 465.9180; found: 465.9200.

4.2.4. NJ19: (E)-2-(2-{5-bromo-2-methoxybenzylidene )hydrazimyl)-4-(4-

C,;H,,BIFN,0S. Yield: 15.00% M.P.: 209-211 'C. RE 0.60 (7:3n-
hexane/ethyl acetats). NMR ‘H (300 MHz, DMSO) & 3.85 (s, 3H,
OCH,); 7.07 (d, 1H, CH-Ar, J = 87 Hz) 7.21 (s, 1H, CH-Ar); 7.24 (d,
1H, CH-Ar, J = 8.7 Hz); 7.31 (s, 1H, thiazole); 7.49-7.53 (m, 1H, CH-
Ar); 7.86-7.91 (m, 1H, CH-Ar); 8.26 (5, TH, HC=N); 12.25 (s, 1H, NH).
NMR °C (DMSO, 75 MHz) & 56.52; 104.05; 112.98; 114.78; 115.74;
116.03; 125.12; 127.13; 127.90; 128.00; 131.68; 133.17; 135.45;
156.59; 160.44; 163.68; 16851. HRMS m/z [M+H]® cakd for
C,H, ;BIFN,08: 405.9980; found: 405.9946.

4.2.5. NJ20: (E)-2-(2-(5-bramo-2-methoxybenzylidene hydrazinyl)-4-(4-
migrophenylehtazole

C,;H,,BIN,O.S. Yield: 77.90% M.P.: 231-233°C. RE: 0.48 (6:4n-
hexane/ethyl acetate). NMR 'H (300 MHz, DMSO) & 3.84 (s, 3H,
OCH,); 7.07 (4, 1H, CH-Ar, J = 9.6 Hz); 7.48-7.52 (m, 1H, CH-Ar);
7.71 (s, 1H, thiazole); 7.81 (d, 1H, CH-Ar, J = 2.4 Hz); 8.00 (d, 2H, CH-
Ar, J = 9.3Hz); 8.24 (d, 2H, CH-Ar, J = 9.6 Hz); 8.27 (5, 1H, HC=NJ;
12.39 (s, 1H, NH). NMR °C (DMSO, 75 MHz) §: 56.52; 109.20; 112.98;
114.78; 124.52; 124.95; 126.78; 127.16; 133.31; 135.93; 141.00;
148.96; 156.63; 168.83. HRMS m/z (M + H] " calcd for CyyHy sBIN,O5S:
432.9925; found; 432.9970.
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426, NJ21:  (E)-4-([1,1"-biphenyi]-4-y1)-2-{2-{5-bramo-2-methoxybe-
nzytidene)

CnHyaBINSOS. Yield: 65.70%. M.P. 225-227 °'C. Rf 0.54 (8:2n-
hexane/athyl acetats). NMR 'H (300 MHz, DMSO) & 3.84 (s, 3H,
OCH3); 7.06 (d, 1H, CH-Ar, J=9.3Hz); 7.36 (d, 1H, CH-Ar,
J=7.8Hz), 7.39 (s, 1H, thiazols), 7.43-7.53 (m, 3H, CH-Ar);
7.68-7.72 (m, 4H, CH-Ar); 7.83 (d, 1H, CH-Ar, J = 3Hz); 7.93 (d, 2H,
CH-Ar, J = 8.7 Hz); 8.30 (s, 1H, HC=N); 12.28 (5, 1H, NH). NMR *°C
(DMSO, 75 MHz) §: 56.09; 104.18; 112.55; 114.35; 124.57; 126.18;
126.48, 126.62; 126.75; 126.85; 127.51; 128.97, 132.85; 133.34;
135.51; 139,19; 139.59; 140.58; 156.20; 168.07. HRMS m/z [M+H] "~
caled for CyyH, ,BrN,OS: 464.0388; found: 464.0339.

4.3. Antbacrerial acetviey

4.3.1. Srains

The following S. aurens strains were used tn the tests: 11998 with
resistance to hydrophilic fluorequinolones via the NorA efflux protetn
and the 1199 stratn which is considered a wild-type. Bacteria were kept
on blood agar for phenotype testing (Laboratories Difco Lida., Brazil)
thea transferred and maintained In two stocks, one In glycerof at
—B0°C and the other In Heart Infuston Agar slants (HIA, Difto) at 4 °'C.
The strains, kindly provided by Prof. S. Gibbons (Univarsity of Londoa),
were maintained on blood agar base (Laboratorios Difco Lida., Brazil)
slants where, prior to use, the cells were grown overnight at 37°C In
Heart Infusion Agar slants (HIA, Difco Laboratories Lida).

4.3.2. Amtblodc

The used antiblotic, norfloxacin, was obtained from Sigma Chemical
Co., USA and its stock solutions were prepared according to guldelines
from the Clinical and Laboratory Standards Institute.™

4.3.3. Mintmum tnfubieory concentradon (MIC) assays

All microblofogical procedures as well as readings were periormed
following the CLSI guldelines with adaptations.”™ In the minimum In-
hibttory concentration assays using thiazolidinones and thiazole derl-
vatives, ethidium bromide and the antiblotics, the distribution media
were prepared In eppendorfs using 900 pL of BHI lquid culture medium
and 100 pL of the Inoculum, previously dilutad (n saline solution ac-
cording to the McFariand scale until reaching 107 CFU. Afterwards, the
solutions contained In the eppendorfs were transferred to & 96-well
micredifution plate, in a horizontal fashion. 100 uL were placed In each
well, making up 10 wells. Subsequently, serial microdilution of the
substances was performed, where 100 pL of each substance was mi-
crodiliuted up to the penultimate well (1:1), where the last well is In-
tended for growth control. The range of concentration wsed was
512-0.5pg/mL The plates were Incubated for 24h at 35°C.*7 The
reading was performed by visualization of a color change In the
medium, as Indicated by the addition of 20 pL of resazurin. The color
change of the medium from blue to red Indicates the presence of bac-
tertal growth, while the permanence of the blue color Indicates the
absence of graowth. All experiments were prepared In triplicates. The
minimum Inhibitory concentration (MIC) was defined as the lowest
concentration at which no growth was observed.

4.4. Effax pump Iniibston assays by reduceion of ansbiosc MIC

To verify the effect of reducing the MIC of norfloxactn nocula from
plaques Incubated In a bacteriological oven for 24 h at 37 'C with the
stock replicate were usad. After this period, the tnocula were prepared
in a saline solution according to the McFariand 0.5 scale coresponding
to 10® CFU. In the procedure, 150 gL of the inoculum and the sub-
stances at a sub-inhibitory concentration (MIC/8) were added to ep-
pendorss and these were fillad up to the volume of 1.5mL. In the pre-
paration of the coatrol, the same Inoculum volume of the test was
added and the eppendorf volume was completed up to 1.5mL. The
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solutions were then transferred to 96-well microdilution plates, where
100 gL of the eppendorf content was placed In each well. Subsequently,
the microdilution of 100 L of the antblotic was performed In this
medium until the penultimate cavity (1:1). The last cavity was resarved
as the control. Concentrations ranged from 512 pg/mlL to 0.5 pg/mL.
After 24 h the plates were read by visualization of a color change of the
medium characterized by the addition of 20 yL of resazurin. All ex-
periments were performed In triplicates. The MIC reduction of specific
antiblotics In stralns carrying efflux pumps Is an Indication of efflux
pump Inhibition.

4.5. Cell Viabilley assay

The cell line was obtained from a Cell Bank in Rio de Janelro and
maintained In the Cell Culture Laboratory at the Department of
Antibiotics of the Faderal University of Pernambuco. The L929 line
(mouse connective tissue) was cultured In DMEM medium, supple-
mentad with 10% fetal bovine serum, 2mM glutamine, 100 U/mL pe-
nicillin and 100 pig/mL streptomycin (Gigeo™ Life Technologles, USA),
at 37°C and 5% CD,. Cytotexicity evaluation of the compounds was

using the 3-(4,5-dimethyl-2-thiazolyl)-2 5-diphenyl-2H-tet-
razoltum bromide (MTT) method (Sigma Aldrich Co., St. Louls, MO/
USA). To perform the assay the cells were seeded In 96-well plates at
the 107 calls/mL. Briefly, the compounds previously dissolved In DMSO
(dimethylsulfoxide, Vetec, Brazil), were diluted In medium and added
to aach well at 50 pg/mL After 24 h of contact with the cells, 25 pL of
MTT solution {5 mg/mL) were added to each well. The plates were left
for another 3 h in an Incubator at 37 °C and at the end of that pariod the
supernatant was aspirated. To perform the reading, 100 pL of DMSO
were added In each well for the dissolution of the formazan crystals.
The amount of formazan was measured by reading the absorbance at
560 nm. The growth inhibition percentual (GI%) was calculated In re-
latlon to the control group without treatment. Each sample was tested
In triplicate In three independent experiments.
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