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RESUMO 

 

A resistência a antibióticos mediada por bombas de efluxo e β-lactamase contribui 

para a elevação dos riscos associados às infecções causadas por linhagens de 

Staphylococcus aureus. Pela inibição de tais mecanismos, cumarinas restauram o 

efeito das drogas contra esse patógeno Gram-positivo. Além disso, há evidências de 

que substituições no carbono 3 (C-3) tornam os derivados cumarínicos mais eficazes 

no controle de bactérias. O objetivo do presente estudo foi avaliar in vitro e in silico o 

potencial de cumarinas 3-substituídas como adjuvantes de antibióticos a partir de 

experimentos com S. aureus. Avaliaram-se as cumarinas 3-benzoil-8-metoxi-6-(prop-

2-en-1-il)-2H-cromen-2-ona (C1), 8-metoxi-3-(4-nitrobenzoil)-6-(prop-2-en-1-il)-2H-

cromen-2-ona (C2), 3-(4-aminobenzoil)-8-metoxi-6-(prop-2-en-1-il)-2H-cromen-2-ona 

(C3) e ácido 8-metoxi-2-oxo-6-(prop-2-en-1-il)-2H-cromen-3-carboxílico (C4). Para os 

ensaios in vitro, foram utilizadas as linhagens 1199B (transportador NorA), K2068 

(transportador MepA), K4100 e K4414 (β-lactamase) de S. aureus. A partir da 

determinação da Concentração Inibitória Mínima (CIM) das cumarinas, esses 

compostos foram associados, em concentração subinibitória (CIM/8), com os 

antibióticos norfloxacina, ciprofloxacina e ampicilina e com o brometo de etídio (EtBr). 

Ensaios de emissão de fluorescência do EtBr e de permeabilidade de membrana 

também foram realizados com as cepas portadoras de bombas de efluxo NorA e 

MepA. As análises in silico compreenderam experimentos de docagem molecular com 

modelos dos transportadores NorA e MepA e da β-lactamase PC1 de S. aureus e a 

predição dos perfis de absorção, distribuição, metabolismo, excreção e toxicidade 

(ADMET) das cumarinas. Com CIM ≥ 1.024 µg/mL, todas as cumarinas foram 

ineficazes no controle das linhagens de S. aureus por ação direta, porém, 

potencializaram o efeito dos antibióticos e do EtBr. Em S. aureus 1199B, as cumarinas 

reduziram a CIM da norfloxacina em 50% a 87,5% e do EtBr, em 50% a 75%. Taxas 

de redução de CIM de 50% a 75% também ocorreram na associação das cumarinas 

com ciprofloxacina e EtBr nos testes com S. aureus K2068. A redução da CIM da 

ampicilina variou de 50% a 87,5% e 87,5% a 93,75% nos ensaios com as linhagens 

K4100 e K4414 de S. aureus, respectivamente. A cumarina C1 apresentou os 

resultados mais significativos em todos os ensaios, além de elevar a emissão de 

fluorescência do EtBr em 40% (linhagem 1199B) e 20% (linhagem K2068) e não 

exercer ação sobre a permeabilidade da membrana. Os resultados da docagem 



corroboraram os dados in vitro, pois, além de demonstrar afinidade com todos os 

modelos proteicos, as cumarinas interagiram com resíduos-chave para a inibição das 

bombas de efluxo NorA e MepA e da β-lactamase PC1. As predições farmacocinéticas 

revelaram que os compostos atendem aos critérios de drug-likeness, têm alta 

absorção intestinal, permeabilidade cutânea e baixa permeabilidade na barreira 

hematoencefálica e que a cumarina C4 não é substrato nem inibidor da glicoproteína-

P e das isoenzimas do citocromo P450. Esse derivado também registrou o menor 

número de alertas de toxicidade. Os resultados deste trabalho evidenciam o potencial 

das cumarinas 3-substituídas avaliadas como inibidoras de bombas de efluxo e β-

lactamase de S. aureus, as quais apresentam efeitos esperados para compostos 

utilizados como adjuvantes de antibióticos. 

Palavras-chave: Derivados cumarínicos; Resistência a antibióticos; Sinergismo 

farmacológico; Docagem molecular; ADMET.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



ABSTRACT 

 

Antibiotic resistance mediated by efflux pumps and β-lactamase contributes to 

increased risks associated with infections caused by strains of Staphylococcus aureus. 

By inhibiting such mechanisms, coumarins restore the effect of drugs against this 

Gram-positive pathogen. Furthermore, there is evidence that substitutions at carbon 3 

(C-3) make coumarin derivatives more effective against bacteria. The objective of the 

present study was to evaluate in vitro and in silico the potential of 3-substituted 

coumarins as antibiotic adjuvants based on experiments with S. aureus. The 

coumarins 3-benzoyl-8-methoxy-6-(prop-2-en-1-yl)-2H-chromen-2-one (C1), 8-

methoxy-3-(4-nitrobenzoyl)-6-(prop-2-en-1-yl)-2H-chromen-2-one (C2), 3-(4-

aminobenzoyl)-8-methoxy-6-(prop-2-en-1-yl)-2H-chromen-2-one (C3) and 8-methoxy-

2-oxo-6-(prop-2-en-1-yl)-2H-chromene-3-carboxylic acid (C4) were evaluated. For in 

vitro assays, S. aureus strains 1199B (NorA transporter), K2068 (MepA transporter), 

K4100 and K4414 (β-lactamase) were used. From the determination of the Minimum 

Inhibitory Concentration (MIC) of coumarins, these compounds were associated, in 

subinhibitory concentration (MIC/8), with the antibiotics norfloxacin, ciprofloxacin, and 

ampicillin and ethidium bromide (EtBr). EtBr fluorescence emission and membrane 

permeability assays were also performed with strains carrying NorA and MepA efflux 

pumps. The in silico analyses included molecular docking experiments with models of 

the NorA and MepA transporters and the β-lactamase PC1 from S. aureus and 

prediction of the absorption, distribution, metabolism, excretion, and toxicity (ADMET) 

profiles of coumarins. With MIC ≥ 1,024 µg/mL, all coumarins were ineffective in 

controlling S. aureus strains by direct action. However, these compounds potentiated 

the effect of antibiotics and EtBr. Regarding S. aureus 1199B, coumarins reduced the 

MIC of norfloxacin by 50% to 87.5% and EtBr by 50% to 75%. MIC reduction rates of 

50% to 75% also occurred in the association of coumarins with ciprofloxacin and EtBr 

in tests with S. aureus K2068. The reduction in ampicillin MIC ranged from 50% to 

87.5% and 87.5% to 93.75% in tests with S. aureus strains K4100 and K4414, 

respectively. Coumarin C1 presented the most significant results in all tests, in addition 

to increasing the fluorescence emission of EtBr by 40% (strain 1199B) and 20% (strain 

K2068) and having no effect on membrane permeability. The docking results 

corroborated the in vitro data, as, in addition to demonstrating affinity with all protein 

models, the coumarins interacted with crucial residues for the inhibition of the NorA 



and MepA efflux pumps and the PC1 β-lactamase. Pharmacokinetic predictions 

revealed that the compounds meet the drug-likeness criteria, have high intestinal 

absorption, skin permeability, and low blood-brain barrier permeability, and that C4 

coumarin is neither a substrate nor an inhibitor of P-glycoprotein and cytochrome P450 

isoenzymes. This derivative also recorded the lowest number of toxicity alerts. The 

results of this study highlight the potential of 3-substituted coumarins evaluated as 

inhibitors of efflux pumps and β-lactamase of S. aureus, which present expected 

effects for compounds used as antibiotic adjuvants. 

Keywords: Coumarin derivatives; Antibiotic resistance; Drug synergism; Molecular 

docking; ADMET. 
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1 INTRODUÇÃO 

 

 As bactérias desempenham importantes papéis ecológicos, inclusive sendo 

benéficas aos seres humanos. Todavia, existem espécies capazes de causar danos 

aos hospedeiros (patógenos), o que envolve uma relação complexa entre as 

características do microrganismo, a susceptibilidade do hospedeiro, o seu microbioma 

e as condições ambientais (Bernardo-Cravo et al., 2020). Ademais, o desequilíbrio 

dessas interações é intensificado pelas mudanças climáticas, resultando no aumento 

da incidência de doenças infecciosas (Mora et al., 2022). 

Os estudos iniciais sobre agentes antibacterianos ocorreram ainda no século 

XIX, mas a revolução da medicina proporcionada pelos antibióticos se estabeleceu 

somente após a descoberta da penicilina, utilizada desde 1940 (Spagnolo; Trujillo; 

Dennehy, 2021). A introdução dos antibióticos prolongou a expectativa de vida da 

população mundial, não apenas pela cura das infecções bacterianas até então letais, 

mas também por viabilizar a realização de procedimentos médicos como cirurgias 

complexas, inclusive de transplante de órgãos (Cook; Wright, 2022). 

 O uso indiscriminado de antibióticos contribuiu para a rápida perda de eficácia 

de muitos dos medicamentos, ao ponto de a resistência de bactérias patogênicas ser 

um dos maiores problemas de saúde pública do século XXI (Ding et al., 2023). As 

estimativas mais recentes atribuem cerca de 1,27 milhões de mortes anuais à 

resistência a antibióticos e, em menos de três décadas, esse número pode chegar a 

10 milhões por ano (Antimicrobial Resistance Collaborators, 2022). 

Responsáveis por parcelas significativas dos índices de morbidade e 

mortalidade, os patógenos ESKAPE (Enterococcus faecium, Staphylococcus aureus, 

Klebsiella pneumoniae, Acinetobacter baumannii, Pseudomonas aeruginosa e 

Enterobacter spp.) estão entre as principais ameaças à saúde humana (Aloke; 

Achilonu, 2023). Especialmente associadas a infecções hospitalares e capazes de 

evadir-se da ação de múltiplos antibióticos, essas espécies Gram-positivas e Gram-

negativas são prioritárias na pesquisa e desenvolvimento de fármacos efetivos no 

combate de doenças causadas por bactérias resistentes (Denissen et al., 2022). 

Staphylococcus aureus se destaca no grupo ESKAPE devido à alta virulência 

e capacidade adaptativa, o que faz com que as defesas do hospedeiro não sejam 

eficientes na proteção de infecções de maior ou menor gravidade (Giulieri et al., 2022; 

Sheppard, 2022). Além disso, o tratamento dessas infecções é dificultado pela 
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resistência de linhagens de S. aureus a antibióticos das classes dos glicopeptídeos, 

macrolídeos, aminoglicosídeos, oxazolidinonas, lincosamidas, cetolídeos, 

estreptograminas, lipopeptídeos, tetraciclinas, fluoroquinolonas e β-lactâmicos 

(Mlynarczyk-Bonikowska et al., 2022). 

Fluoroquinolonas são drogas de amplo espectro que exercem ação bactericida 

pela inibição de enzimas topoisomerase II, envolvidas na síntese de ácidos nucleicos 

(Bhatt; Chatterjee, 2022). O efeito desses antibióticos no controle de S. aureus é 

drasticamente reduzido pela superexpressão de bombas de efluxo, proteínas 

transmembranares que diminuem a concentração intracelular do fármaco a partir da 

sua extrusão (Sodhi; Singh, 2021). Pela atuação, frequência de detecção e número 

de estudos, NorA e MepA são dois dos transportadores mais relevantes de cepas de 

S. aureus (Lade; Joo; Kim, 2022; López et al., 2020; Oliveira-Tintino et al., 2023b). 

Os β-lactâmicos (penicilinas, cefalosporinas, carbapenêmicos e 

monobactâmicos), inibidores da síntese da parede celular bacteriana, formam a classe 

mais utilizada na história da antibioticoterapia e o principal alvo da resistência de S. 

aureus (Alexander et al., 2023; Turner et al., 2022). Entre os mecanismos descritos 

para linhagens dessa bactéria Gram-positiva, está a atividade da β-lactamase PC1, 

que inativa os antibióticos através da hidrólise da ligação amida presente em seu 

núcleo característico, o anel β-lactâmico (Elfaky et al., 2023). 

Diante da ineficácia dos antibióticos no controle de linhagens bacterianas 

multirresistentes, o uso de adjuvantes surge como uma estratégia promissora (Kumar 

et al., 2023). Esses compostos, comumente desprovidos de efeitos antibacterianos 

significativos, potencializam a atividade dos antibióticos por meio de aumento da 

permeabilidade (mediado por danos à membrana ou parede celular), inibição de 

enzimas envolvidas em diferentes processos metabólicos, modulação do sistema 

imunológico do hospedeiro ou interferência direta sobre mecanismos de resistência, 

como bombas de efluxo e β-lactamases (Dhanda; Acharya; Haldar, 2023). 

Relevantes nesse contexto, cumarinas são compostos de origem natural ou 

sintética com potencial na restauração da sensibilidade de bactérias Gram-positivas e 

Gram-negativas a antibióticos (Liu et al., 2023; Phougat et al., 2016). Em estudos in 

vitro e in silico com linhagens resistentes de S. aureus, as cumarinas promovem a 

inibição de bombas de efluxo, inclusive NorA e MepA (Madeiro et al., 2017; Martin et 

al., 2023; Martin et al., 2024), e modulação da resistência a β-lactâmicos, com 

evidência de atividade na β-lactamase PC1 (Manjunath et al., 2024; Zuo et al., 2016). 
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Desde que foi reconhecida a capacidade das cumarinas em controlar o 

desenvolvimento de bactérias patogênicas, de forma direta ou associadas a 

antibióticos, empreenderam-se esforços na busca por derivados cumarínicos de maior 

potência ou espectro de ação (Cheke et al., 2022). De acordo com Ranjan Sahoo et 

al. (2021), entre as cumarinas sintéticas ou semissintéticas avaliadas em testes com 

linhagens bacterianas multirresistentes, resultados significativos foram obtidos com 

aquelas que possuíam substituições na posição C-3 do esqueleto cumarínico. 

 Apesar de estudos relatarem que cumarinas e seus derivados interferem na 

resistência de S. aureus mediada por bombas de efluxo e β-lactamase e que os 

compostos com modificações C-3 são mais eficazes no controle de bactérias 

resistentes a múltiplas drogas, não há trabalhos reunindo esses dois pontos. Portanto, 

a presente pesquisa é a primeira a reportar os efeitos de cumarinas 3-substituídas em 

bombas de efluxo e β-lactamase de S. aureus, explorando novas possibilidades 

estruturais no âmbito das investigações sobre adjuvantes de antibióticos. 
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2 OBJETIVOS 

 

2.1 GERAL 

 

Avaliar in vitro e in silico o potencial de cumarinas 3-substituídas como 

adjuvantes de antibióticos a partir de experimentos com S. aureus. 

 

2.2 ESPECÍFICOS 

 

• Avaliar in vitro o efeito inibitório de cumarinas 3-substituídas sobre bombas de 

efluxo NorA e MepA e β-lactamase de S. aureus; 

• Avaliar a especificidade do mecanismo de potencialização da atividade 

antibiótica por cumarinas 3-substituídas em linhagens portadoras de bombas 

de efluxo; 

• Confrontar os dados obtidos por ensaios in vitro com os resultados de 

experimentos de docagem molecular; 

• Determinar in silico os perfis farmacocinéticos e de toxicidade de cumarinas 3-

substituídas. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



14 

 

 

3 FUNDAMENTAÇÃO TEÓRICA 

 

3.1 Staphylococcus aureus COMO AGENTE INFECCIOSO 

 

 O primeiro registro de S. aureus como agente infeccioso data de 1880, quando 

o cirurgião escocês Alexander Ogston isolou a bactéria do pus de um abcesso 

cirúrgico e a nomeou Staphylococcus pelo arranjo semelhante a cachos de uvas (do 

grego staphyle) e por sua morfologia esférica (cocos) (Milani et al., 2023). Contudo, o 

registro formal da espécie ocorreu apenas em 1884 por Friedrich Rosenbach, que 

utilizou o epíteto específico “aureus” em alusão à coloração dourada das colônias 

(Adhikari, 2021).  

Pertencente à família Staphylococcaceae, S. aureus é caracterizado como um 

microrganismo imóvel, não formador de esporos, anaeróbio facultativo, catalase-

positivo e coagulase-positivo, característica que o difere de outros estafilococos 

(Toltzis, 2023). Essa espécie compõe a microbiota de cerca de 30% da população 

mundial, como comensal e colonizando principalmente a pele e o trato respiratório 

superior, mas com a possibilidade de colonizar quase todos os tecidos do hospedeiro 

devido à capacidade de obter nutrientes essenciais à sua sobrevivência (Ford; 

Hurford; Cassat, 2021; Potter et al., 2020). 

Staphylococcus aureus é também um dos principais patógenos humanos, o que 

torna a sua presença um fator de risco para o desenvolvimento de infecções (Howden 

et al., 2023). As patologias mais leves causadas por essa bactéria são infecções de 

pele, como furúnculos, carbúnculos, impetigo, foliculite e erisipela. Entretanto, estas 

podem ser fontes de bacteremia (presença da bactéria na corrente sanguínea), 

responsável por elevar em 25% o risco de morte dos pacientes (Lam; Stokes, 2023). 

Endocardite, pneumonia, osteomielite, artrite séptica, intoxicação alimentar e 

síndrome do choque tóxico são outras enfermidades associadas a S. aureus (Pal et 

al., 2023). 

Toxinas, adesinas, proteínas de superfície e enzimas degradadoras são alguns 

dos fatores de virulência que contribuem para o êxito de S. aureus como patógeno, o 

qual tem a evasão das defesas do hospedeiro como etapa crucial para o 

estabelecimento da infecção (Vinodhini; Kavitha, 2024). Nesse contexto, S. aureus 

evita a morte por células de defesa através de diferentes mecanismos e fatores 

(Cheung; Bae; Otto, 2021; Pidwill et al., 2021):  
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i) Inibição do extravasamento, ativação e quimiotaxia de leucócitos: 

proteínas estafilocócicas semelhantes a superantígenos (SSL), toxina 

estafilocócica X (SelX), proteína inibidora de quimiotaxia de 

Staphylococcus (CHIPS), estafopaína (protease) e lipase Geh. 

ii) Inibição da fagocitose por estruturas superficiais protetoras, agregação 

e formação de biofilme: adesina intercelular polissacarídica (PIA), 

coagulase, proteína de ligação ao fator de von Willebrand (vWbp), 

estafilotrombina, fator clumping A (ClfA) e proteínas de ligação à 

fibronectina (FnBPs). 

iii) Inibição da opsonização: proteína de superfície A (SpA), proteína 

estafilocócica de ligação à imunoglobulina (Sbi), inibidores 

estafilocócicos do complemento (SCIN), proteína extracelular de ligação 

ao fibrinogênio (Efb), adesina Cna e protease V8. 

iv) Inibição dos mecanismos de morte de leucócitos: estafiloxantina, 

catalase (KatA), alquil hidroperóxido redutase C (AhpC), inibidor 

estafilocócico de peroxidase (SPIN), fator de resistência a múltiplos 

peptídeos (MprF), proteína de adesão extracelular (Eap) e enzima AdsA. 

v) Eliminação direta de leucócitos por toxinas: α-toxina, leucocidinas PVL, 

LukDE, LukAB, HlgAB e HlgCB, e modulinas solúveis em fenol (PSMs).  

Os fatores de virulência mencionados ainda auxiliam a bactéria na invasão 

tecidual e nos processos de manutenção, internalização, persistência e distribuição 

da infecção (Cheung; Bae; Otto, 2021). Devido à matriz polimérica extracelular, os 

biofilmes, além de protegerem o microrganismo das defesas do hospedeiro e 

garantirem a manutenção da infecção, são preocupantes por dificultarem o tratamento 

com antibióticos (Idrees et al., 2021). A invasão e sobrevivência de S. aureus em 

células do hospedeiro também são motivos de alerta, pois são eventos diretamente 

relacionados à cronicidade da infecção (Li et al., 2022). 

Ademais, S. aureus se tornou uma ameaça ainda mais significativa à saúde 

pública pela resistência a antibióticos adquirida por inúmeras cepas (Pal et al., 2020a). 

O surgimento de linhagens resistentes é o maior desafio no controle dessa bactéria, 

pois até os mais novos antibióticos têm a eficácia reduzida em um curto espaço de 

tempo. Esse foi o caso da vancomicina, eficaz no tratamento de infecções por S. 

aureus resistente à meticilina (MRSA), mas logo teve o potencial diminuído pela 

ocorrência de S. aureus resistente à vancomicina (VRSA) (Cong; Yang; Rao, 2020). 
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3.2 RESISTÊNCIA A ANTIBIÓTICOS 

 

  Espécies ou grupos bacterianos são naturalmente resistentes a determinadas 

classes de antibióticos, o que se conhece como resistência intrínseca/inata, resultado 

da incompatibilidade de propriedades físico-químicas ou mecanismo de ação das 

drogas com características estruturais ou funcionais das bactérias (Hasan; Dutta; 

Nguyen, 2022). O caso mais evidente é o de bactérias Gram-negativas, que impedem 

a entrada de antibióticos na célula, como os glicopeptídeos, devido à presença de 

uma membrana externa na constituição da sua parede celular (Impey et al., 2020). 

 A resistência adquirida difere da anterior por ser uma propriedade de cepas 

específicas e ter a exposição aos antibióticos como um fator determinante (Harris et 

al., 2023). Essa resistência decorre de mutações ou da transferência horizontal de 

genes (THG), que envolve elementos genéticos móveis como transposons, integrons 

e, sobretudo, plasmídeos (Urban-Chmiel et al., 2022). Além dos mecanismos 

clássicos de conjugação, transdução e transformação, a THG também ocorre por meio 

de vesículas extracelulares, processo chamado de vesidução (Soler; Forterre, 2020). 

 Os mecanismos de resistência podem ser divididos em três grupos principais: 

os que reduzem a concentração intracelular dos antibióticos, como bombas de efluxo 

e alterações em porinas; os que inativam os antibióticos, por modificação química ou 

degradação enzimática; os que interferem nos sítios de ligação, por modificações 

estruturais ou proteção do alvo (Darby et al., 2023; Pulingam et al., 2022). Bombas de 

efluxo e β-lactamases têm destaque entre os mecanismos identificados em linhagens 

resistentes de diferentes patógenos (Kakoullis et al., 2021). 

 

3.2.1 Bombas de efluxo 

 

 Bombas de efluxo bacterianas desempenham importantes funções fisiológicas, 

como a proteção contra ácidos biliares, sais e hormônios de mamíferos, toxinas 

derivadas de vegetais e estresse oxidativo e nitrosativo, tolerância a hidrocarbonetos 

aromáticos, ao pH e à salinidade, exportação de ácidos graxos, secreção de 

moléculas envolvidas em interações bacterianas competitivas, sinalização celular, 

aquisição de íons metálicos, resistência a metais pesados, formação de biofilmes e 

efluxo de poliaminas, guanidina e metabólitos primários (Henderson et al., 2021). 
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 Apesar da relevância de tais funções para a sobrevivência bacteriana, as 

bombas de efluxo são amplamente estudadas pela extrusão de antibióticos e 

consequente progressão para altos níveis de resistência (Nishino et al., 2021). A 

superexpressão dessas proteínas, que reduz significativamente a sensibilidade às 

drogas, tem um custo para os microrganismos, pois ao elevar o gasto energético e 

afetar a capacidade reprodutiva, demanda mecanismos reparatórios, onde são citados 

a aquisição de mutações compensatórias e o aumento da respiração celular 

(Ebbensgaard; Løbner-Olesen; Frimodt-Møller, 2020). 

 A regulação genética dos transportadores tem duas vias principais de 

ocorrência: a regulação mediada por ativadores ou repressores transcricionais com 

domínios de ligação ao ácido desoxirribonucleico (DNA) e aos ligantes, os quais estão 

inseridos nos grupos AraC, MarR, MerR e TetR; a ativação de sistemas regulatórios 

de dois componentes formados por um sensor histidina quinase que, ao ser ativado, 

sofre autofosforilação e transfere o grupo fosforilado para um regulador de resposta 

com domínio de ligação ao DNA (De Gaetano et al., 2023). Além da concentração de 

antibióticos, a regulação é ativada, por exemplo, por espécies reativas de oxigênio, 

biocidas, solventes orgânicos e variações de pH (Huang et al., 2022). 

 As bombas de efluxo são agrupadas nas seguintes famílias: Superfamília de 

cassetes de ligação de adenosina trifosfato (ATP) (ABC), Superfamília de resistência-

nodulação-divisão celular (RND), Família de pequena resistência a múltiplas drogas 

(SMR), Superfamília de efluxo de compostos antimicrobianos proteobacterianos 

(PACE), Superfamília dos facilitadores principais (MFS) e Superfamília de extrusão de 

múltiplas drogas e compostos tóxicos (MATE) (Gaurav et al., 2023). 

 A classificação dos transportadores baseia-se em aspectos estruturais e formas 

de obtenção de energia (Brindangnanam et al., 2022). A superfamília RND é a que 

possui a base estrutural mais característica, a qual se trata de um complexo tripartite 

formado por uma proteína de membrana externa, uma proteína de membrana interna 

e uma proteína acopladora periplasmática que une as anteriores (Colclough et al., 

2020). Em termos energéticos, a superfamília ABC é a única constituída por 

transportadores primários, ou seja, que obtêm energia a partir da hidrólise do ATP, 

todas as demais utilizam a força próton-motriz fornecida por H+ ou pelo gradiente 

eletroquímico de Na+ (transportadores secundários) (Sreekantan et al., 2022). 

 Embora as bombas de efluxo estejam presentes na maioria das bactérias, 

existem diferenças quanto à distribuição e às características dessas proteínas entre 
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espécies Gram-positivas e Gram-negativas (Garcia et al., 2022). Enquanto a 

superfamília RND é a principal contribuinte para a multirresistência de patógenos 

Gram-negativos, MFS é especialmente caracterizada em Gram-positivos. Ademais, 

transportadores ABC, com estrutura tripartite em Gram-negativos, consistem em 

proteínas únicas no grupo oposto (Huang et al., 2022). 

 Com exceção da superfamília PACE, linhagens de S. aureus possuem 

transportadores de todos os demais grupos, cabendo a ressalva de que a bomba de 

efluxo FarE, única integrante de RND nessa espécie, não age sobre antibióticos 

(Schindler; Kaatz, 2016). β-Lactâmicos, estreptograminas, fenicóis, lincosamidas, 

macrolídeos, oxazolidinonas e tetraciclinas são expelidos por bombas de efluxo de S. 

aureus, mas fluoroquinolonas predominam entre substratos, o que se deve aos 

membros das famílias MFS e MATE, que têm como principais representantes as 

proteínas NorA e MepA, respectivamente (Dashtbani-Roozbehani; Brown, 2021). 

 

3.2.1.1 Superfamília MFS e proteína NorA 

 

 Transportadores MFS, ainda que considerados apenas aqueles presentes em 

bactérias, apresentam muitas diferenças entre si, a exemplo de características 

estruturais (p. ex., estrutura única em Gram-positivos e tripartite em Gram-negativos), 

substratos (p. ex., açúcares, aminoácidos, metabólitos intermediários, íons e agentes 

antimicrobianos) e as formas como estes são translocados (uniporte, simporte ou 

antiporte) (Henderson; Fendler; Poolman, 2019; Pasqua et al., 2019). Contudo, a 

identificação dos membros dessa superfamília é possível devido às sequências de 

aminoácidos altamente conservadas, dentre as quais têm destaque os motivos A e C, 

sendo este último crucial para o efluxo de antibióticos (Varela et al., 2023). 

 As bombas de efluxo envolvidas na resistência a múltiplas drogas compartilham 

a composição por 12 a 14 domínios transmembranares em α-hélice (divididos em 

feixes N- e C-terminais com seis ou sete segmentos cada), a relevância dos resíduos 

hidrofóbicos no transporte e o funcionamento como antiportadores (Drew et al., 2021). 

O processo de antiporte inicia com a ligação do íon (principalmente H+) no lado externo 

da proteína, o que aumenta a afinidade com o antibiótico no lado citoplasmático 

(Figura 1A). Íon e antibiótico são transportados simultaneamente e, finalizada a 

translocação, o transportador retorna à conformação inicial (Stephen et al., 2023). 
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Figura 1 – A) Mecanismo de antiporte de MFS: 1 – Transportador na configuração “aberto para fora”, 2 

- ligação do íon H+ na face externa aumenta a afinidade com o antibiótico no interior, 3 – estágio 

intermediário da translocação, 4 – liberação da droga e do íon, 5 – transportador vazio retornando à 

conformação inicial; B) Estrutura secundária da proteína NorA. 

 

Fonte: Stephen et al. (2023, p. 347), O autor (2024). 

 

 NorA, uma das bombas de efluxo mais estudadas entre todas as superfamílias, 

é codificada pelo gene cromossômico norA, composta por 388 aminoácidos, 12 

segmentos transmembranares (com uma grande alça citoplasmática) (Figura 1B) e 

utiliza o gradiente de prótons como fonte de energia (Ferreira et al., 2022). Além das 

regiões conservadas típicas de MFS, esse transportador tem outras duas sequências 

denominadas Motivo-1 e Motivo-2, que fornecem estabilidade à proteína (Shang et al., 

2022). 

 A princípio, Brawley et al. (2022) identificaram 11 resíduos importantes para a 

atividade de NorA, foram eles: Phe16, Gly20 e Ile23 no segmento 1; Asn137 e Phe140 

no segmento 5; Glu222 no segmento 7; Gln255 no segmento 8; Phe303, Phe306 e 

Asp307 no segmento 10; Thr336 no segmento 11. Analisadas as mutações nas 

respectivas posições, Glu222 e Asp307 foram considerados resíduos-chave para o 

transportador, com possível atuação no transporte de prótons.  

 Sob o controle dos reguladores MgrA, NorR e NorG, a bomba de efluxo NorA 

tem fluoroquinolonas como seus substratos entre os antibióticos, onde são 

identificadas norfloxacina, ciprofloxacina, enoxacina, ofloxacina, lomefloxacina e 

esparfloxacina (Hassanzadeh et al., 2020; Schindler; Kaatz, 2016). Corantes, como 
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brometo de etídio e laranja de acridina, e biocidas, a exemplo do cloreto de 

benzalcônio, cetrimida, acriflavina e brometo de tetrafenilfosfônio, também são 

expelidos por NorA (Shamkhi; Saadedin; Jassim, 2019; Stephen et al., 2023). 

 

3.2.1.2 Superfamília MATE e proteína MepA 

 

 As bombas de efluxo MATE são formadas por 12 segmentos 

transmembranares em α-hélice divididos em uma porção N-terminal (segmentos 1 a 

6) e outra C-terminal (segmentos 7 a 12) e são responsáveis pela extrusão de 

compostos xenobióticos e resíduos metabólicos, onde resíduos hidrofóbicos e ácidos 

desempenham importante papel no transporte dos substratos e íons (Brindangnanam 

et al., 2022). 

 Medicamentos hidrofóbicos e catiônicos, como cimetidina, metformina, 

procainamida, aciclovir, cefalexina, fluoroquinolonas e aminoglicosídeos, estão entre 

os principais compostos sobre os quais essa superfamília atua (Kuroda; Tsuchiya, 

2009; Kusakizako et al., 2020). Assim como em MFS, essas bombas de efluxo 

funcionam como antiportadores, e a energia para a translocação dos substratos 

provém de íons Na+ ou H+ (Kim et al., 2021). 

 Transportadores MATE são agrupados em três subfamílias: NorM, DinF e 

eMATE. As proteínas presentes em bactérias são encontradas nos dois primeiros 

grupos, DinF também abrange transportadores de arqueas e eMATE contém as 

proteínas de organismos eucarióticos (animais, vegetais, fungos e protozoários) 

(Miyauchi et al., 2017). Apesar de possuírem cerca de 40% de homologia em suas 

sequências, os integrantes da superfamília não possuem regiões conservadas 

universais, indício de que têm origens distintas (Nair; Lee; van Veen, 2016). 

 Composta por 451 aminoácidos, energizada pelo antiporte de Na+, codificada 

pelo gene cromossômico mepA e regulada pelo repressor MepR, MepA é a única 

bomba de efluxo da superfamília MATE em S. aureus (Huang et al., 2023; Kaatz; 

McAleese; Seo, 2005). Contra antibióticos, sua atividade é desempenhada sobre a 

tigeciclina, pertencente às glicilciclinas, e fluoroquinolonas, como ciprofloxacina, 

norfloxacina, moxifloxacina e esparfloxacina (Dabul et al., 2018; Hassanzadeh et al., 

2020). Biocidas e corantes também são substratos de MepA, dentre eles: rodamina, 

acriflavina, pentamidina, cloreto de benzalcônio, dequalínio, tetrafenilfosfônio, cristal 

violeta, 4’,6-diamidino-2-fenilindol e brometo de etídio (Banchs et al., 2014). 
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 O estudo de Schindler et al. (2013) fornece evidências sobre o funcionamento 

do transportador em questão. Dois resíduos, Glu156 e Asp183 (Figura 2), 

demonstraram-se cruciais para a atividade de MepA, uma vez que mutações nessas 

posições resultaram em perda de função. Outros resíduos, como Asp48, Ser81, 

Ala161, Met291, Ala302 e Glu423, também se destacaram nas análises, mas a 

proteína manteve a capacidade de efluir os substratos mesmo com trocas de 

aminoácidos nessas posições. A maneira exata como tais resíduos contribuem para 

o funcionamento da bomba de efluxo permanece incerta. 

 

Figura 2 – Representação dos segmentos transmembranares de MepA, com a face citoplasmática 

voltada para a frente (A) e para trás (B), com resíduos-chave destacados em vermelho (cruciais), 

amarelo (relevância intermediária) e verde (menor grau de relevância) 

 

Fonte: Schindler et al. (2013, p. 531) 

 

3.2.2 β-lactamases  

 

 Com cerca de 2.800 tipos descritos e estando entre as enzimas mais bem 

estudadas, as β-lactamases foram originadas muito antes do advento da 

antibioticoterapia, com ancestrais que datam de bilhões de anos (Egorov; Ulyashova; 

Rubtsova, 2020; Fröhlich et al., 2021). As evidências apontam que essas enzimas 

surgiram em bactérias ambientais como forma de proteção contra compostos tóxicos 

produzidos por outros microrganismos, compostos estes que viriam a compor a classe 

de antibióticos conhecidos como β-lactâmicos (Bush, 2018). 
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 Apesar do extenso histórico evolutivo, as β-lactamases começaram a ser 

investigadas apenas após a identificação de resistência em linhagens de bactérias 

patogênicas. No início, essas enzimas eram detectadas somente naquelas 

associadas a infecções nosocomiais, mas, progressivamente, tornaram-se comuns 

em casos de infecções comunitárias, ressaltando o avanço alarmante da resistência 

a antibióticos (Bush; Bradford, 2020).   

Dois principais sistemas são utilizados para classificar β-lactamases: um é 

baseado em estrutura e outro, em critérios funcionais (Boyd et al., 2020). O primeiro 

iniciou com Ambler (1980), que dividiu as enzimas, a partir das sequências de 

aminoácidos conhecidas, em classe A, com serina no sítio ativo, e classe B, com 

presença de cisteína e histidina e dependência de cofatores (íons metálicos – p. ex., 

Zn2+). Posteriormente, descobriram-se novas serino-β-lactamases, tipos AmpC e 

OXA, cujas disparidades com a classe A fizeram surgir as classes C e D, 

respectivamente (Huovinen; Huovinen; Jacoby, 1988; Jaurin; Grundström, 1981). 

 A classificação funcional de Bush, Jacoby e Medeiros (1995), atualizada por 

Bush e Jacoby (2010), considera os substratos e os inibidores das β-lactamases e, 

geralmente, tem correlação com o sistema anterior. O grupo 1 inclui as enzimas da 

classe C, que são mais ativas contra cefalosporinas e resistentes à inibição por ácido 

clavulânico e tazobactam. O grupo 3 abrange as metalo-β-lactamases da classe B e 

é subdividido em 3a (inatividade apenas contra monobactâmicos) e 3b (hidrólise de 

carbapenêmicos), ambos inibidos por tazobactam e resistentes ao ácido clavulânico. 

Pela falta de consistência nos dados, o grupo 4 foi omitido no esquema mais recente. 

 O grupo 2 (classes A e D) possui a divisão mais complexa. As enzimas da 

classe A estão nos seguintes subgrupos (substratos entre parênteses): 2a 

(penicilinas), 2b (penicilinas e cefalosporinas de primeira geração), 2be 

(cefalosporinas e monobactâmicos), 2br (penicilinas), 2ber (cefalosporinas e 

monobactâmicos), 2c (carbenicilina), 2ce (carbenicilina e cefepima), 2e 

(cefalosporinas) e 2f (carbapenêmicos). A classe D está distribuída nos subgrupos 2d 

(cloxacilina e oxacilina), 2de (cefalosporinas) e 2df (carbapenêmicos). A resistência à 

inibição por tazobactam ocorre em todos os subgrupos, os quais, com exceção de 2br 

e 2ber, são sensíveis ao ácido clavulânico (Bush; Jacoby, 2010). 

 As enzimas produzidas por bactérias Gram-positivas correspondem às serino-

β-lactamases das classes A e D, e às metalo-β-lactamases da classe B, com a vasta 

maioria pertencendo à primeira classe citada (Toth et al., 2016). Presente em 
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linhagens de S. aureus, a enzima PC1 (ou BlaZ), codificada pelo gene blaZ (plasmidial 

ou cromossômico), é integrante da classe A ou grupo 2a (Bush; Bradford, 2020; Rocha 

et al., 2022).  

 

3.2.2.1 β-lactamase PC1 

 

 A enzima PC1 tem estrutura dividida em um domínio α, majoritariamente em α-

hélice, e um domínio α/β, com porções em α-hélice e folha-β (cinco fitas). Em uma 

fenda entre os domínios está localizado o sítio ativo, que conta com a presença do 

resíduo catalítico Ser70 (Figura 3) (Philippon et al., 2016). Dentre os 281 aminoácidos 

que a constituem, destacam-se resíduos conservados da classe A e relevantes para 

sua atividade: a tétrade iniciada por Ser70 e terminada por Lys73, as tríades Ser130-

Asp131-Asn132 e Lys234-Thr/Ser-Gly236 e a alça Ω, que conta com Glu166 e Asn170 

(Biswal et al., 2023; Carvajal et al., 2020; Pereira et al., 2018). 

 

Figura 3 – Estrutura da enzima PC1 de S. aureus com o resíduo catalítico Ser70 destacado em amarelo 

 

Fonte: O autor (2024). 

 

 Mesmo com registros em Streptococcus spp., Enterococcus faecalis e na 

espécie Gram-negativa E. coli (Ceci et al., 2015; Kaczorek et al.; 2017; Lungu; Hutu; 

Barrow, 2023), essa β-lactamase é identificada principalmente em Staphylococcus 

spp. De 1946 a 1953, a detecção da penicilinase em estafilococos saltou de 14% para 

80% (Barber; Whitehead, 1949; Medeiros, 1997). Em 2013, nos Estados Unidos, 

encontrou-se o gene blaZ em 86,5% dos isolados de S. aureus analisados por Richter 
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et al. (2016). Na mesma espécie, taxas semelhantes foram obtidas em países como 

Kuwait e China (Vali et al., 2017; Yang et al., 2017). 

 Ainda sobre S. aureus, é comum a detecção de PC1 em cepas MRSA, as quais, 

devido à presença do gene mecA, são resistentes a β-lactâmicos pela produção de 

proteínas de ligação à penicilina modificadas (Ali; Abdel Aziz, 2024; Arêde; Ministro; 

Oliveira, 2013). Além de atuarem contra a mesma classe de antibióticos, esses 

mecanismos apresentam similaridades estruturais e funcionais em seus sistemas 

regulatórios, o que permite que o sistema de blaZ seja um corregulador de mecA 

(Ersoy et al., 2021; Kırmusaoğlu; Gareayaghi; Kocazeybek, 2019).  

A regulação de PC1 envolve o operon bla, que inclui os genes blaZ, blaR1 e 

blaI (Ivanovic et al., 2023). O sensor transmembranar BlaR1, a partir da ligação do 

antibiótico na sua porção externa, ativa a metaloprotease de zinco presente em seu 

domínio intracelular. Essa enzima é responsável pela clivagem do repressor 

transcricional BlaI, o que possibilita a expressão de blaZ (Masimen et al., 2022). Após 

sua síntese, a β-lactamase é liberada no meio extracelular, como ocorre em enzimas 

típicas de Gram-positivos (Pimenta et al., 2023). 

 Como mencionado anteriormente, as penicilinas são os principais substratos 

do grupo no qual PC1 é classificada. Dentre os antibióticos inseridos nessa subdivisão 

dos β-lactâmicos, as penicilinas naturais (p. ex., benzilpenicilina) e as aminopenicilinas 

(p. ex., ampicilina) são os principais alvos (Bush; Jacoby, 2010; Fisher; Mobashery, 

2021; Lima et al., 2020). Essa enzima possui atividade hidrolítica reduzida contra 

meticilina e oxacilina (penicilinas resistentes às penicilinases), cefalosporinas de 

primeira geração e carbapenêmicos (Lade; Kim, 2023; Nomura et al., 2020). 

 O mecanismo de PC1 segue o padrão das serino-β-lactamases, que possui 

fases de acilação e desacilação (Figura 4). Na primeira fase, o resíduo Ser70 é ativado 

e realiza o ataque nucleofílico ao carbono carbonílico do anel β-lactâmico, formando 

uma acil-enzima. Na etapa de desacilação, o ataque é efetuado por uma molécula de 

água previamente ativada, a qual promove a quebra da ligação amida estabelecida 

pelo átomo de carbono citado e a liberação do antibiótico do sítio ativo. A ativação de 

Ser70 e da molécula de água é atribuída a Lys73 e Glu166, respectivamente, mas 

ainda existem discussões sobre o papel exato desses resíduos (He et al., 2020; Tooke 

et al., 2019). 
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Figura 4 – Mecanismo hidrolítico de serino-β-lactamases: (a) ativação de Ser70 pela base B1 e ataque 

nucleofílico ao carbono carbonílico, (b) formação da acil-enzima, (c) ativação da molécula de água pela 

base B2 e quebra da ligação amida do anel β-lactâmico, (d) estado de transição, (e) liberação do 

antibiótico degradado do sítio ativo 

 

Fonte: Tooke et al. (2019, p. 3476). 

 

3.3 INIBIDORES COMO ADJUVANTES DE ANTIBIÓTICOS 

 

 O desenvolvimento de drogas antibacterianas tradicionais, mesmo sem a 

repercussão observada no século XX, continua sendo uma estratégia de combate a 

bactérias multirresistentes (Dutescu; Hillier, 2021). Entre os anos de 2000 e 2021, 

foram lançados 44 antibióticos, a maioria classificada como quinolonas, todavia, não 

houve impacto significativo frente ao cenário crítico da saúde pública (Shi et al., 2023). 

Diante disso, há a necessidade de formas mais eficazes de realizar o enfrentamento 

à resistência bacteriana (Chernov et al., 2019). 

 Produção de drogas de espectro ultraestreito com o auxílio de técnicas 

moleculares, terapias alternativas (fagoterapia, uso de anticorpos e agentes 

imunomoduladores), ligação a alvos não convencionais, restauração da atividade 

antibiótica por terapia combinada (antibiótico + antibiótico ou antibiótico + adjuvante), 

sistemas de entrega de medicamentos e emprego de peptídeos antimicrobianos, 

nanomateriais metálicos, materiais fotossensíveis e polímeros catiônicos são meios 

estudados para aperfeiçoar o tratamento de doenças causadas por linhagens 

resistentes (Konwar et al., 2022; Yao et al., 2023).    
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 No âmbito da busca por adjuvantes, sobressaem-se as substâncias que inibem 

mecanismos de resistência, as quais têm dois alvos principais: bombas de efluxo e 

enzimas degradadoras ou modificadoras (Chawla et al., 2022). Não obstante o avanço 

das pesquisas no século XXI, os inibidores de bombas de efluxo permanecem restritos 

aos laboratórios (Verma; Tiwari; Tiwari, 2021). Em contraposição, os inibidores de β-

lactamases são utilizados desde 1988. Contudo, a sua eficácia também é afetada pelo 

aparecimento de estirpes resistentes, de modo que o desenvolvimento de novos 

fármacos permanece necessário (Coelho; Mainardi, 2021; Papp-Wallace et al., 2020). 

  

3.3.1 Inibidores de bombas de efluxo 

 

 De acordo com Bhardwaj e Mohanty (2012), a resistência mediada por bombas 

de efluxo pode ser combatida através de: produção de novos antibióticos ou alteração 

da estrutura dos antibióticos existentes, a fim de que estes não sejam reconhecidos 

pelas proteínas; interferência na montagem dos transportadores, no caso dos que são 

tripartidos; inibição da expressão gênica; bloqueio da energia necessária para o 

funcionamento da bomba de efluxo; impedimento da ligação dos substratos à 

proteína, de modo competitivo (o sítio de ligação do inibidor é o mesmo do substrato) 

ou não competitivo (inibidor e substrato têm sítios de ligação diferentes). 

 Em experimentos laboratoriais, diferentes produtos se mostraram eficazes na 

inibição dos transportadores e são utilizados como compostos de referência em 

estudos afins. Esse é o caso de carbonil cianeto m-clorofenil hidrazona (CCCP), 

reconhecido como um forte desacoplador de energia (disruptor da força próton-

motriz), da fenilalanina-arginina β-naftilamida (PAβN), um inibidor competitivo, e de 

fármacos já aprovados para outros fins, como clorpromazina, reserpina, verapamil, 

proclorperazina, omeprazol e paroxetina (AlMatar et al., 2021; Schindler; Kaatz, 2016; 

Sreekantan et al., 2022; Zoaiter et al., 2023). 

 A ausência de aprovação para esses e outros compostos ocorre porque, além 

de potencializar o efeito de antibióticos, um inibidor, seja ele natural, sintético ou 

semissintético, somente é considerado ideal se preencher determinados requisitos, a 

exemplo de: não exercer atividade antibacteriana direta, para que não haja seleção 

de linhagens resistentes; ser seletivo e não atuar sobre transportadores eucarióticos; 

possuir características farmacológicas ideais, como não ser tóxico, ter altos índices 
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terapêuticos e de segurança, perfil farmacocinético favorável e estabilidade sérica; 

apresentar produção economicamente viável (Sharma; Gupta; Pathania, 2019). 

 O potencial de candidatos a inibidores da atividade de bombas de efluxo pode 

ser avaliado de diferentes formas, dentre as quais predominam os métodos in vitro. 

Um dos mais aplicados consiste na associação dos antibióticos (substratos 

específicos) e do brometo de etídio (substrato universal) às substâncias de interesse, 

comumente testadas em concentrações subinibitórias para eliminar a possibilidade de 

efeitos antibacterianos intrínsecos. Espera-se que na presença de tais substâncias os 

substratos sejam mais ativos, o que é observado a partir da redução da sua 

concentração inibitória mínima (CIM) (Dias et al., 2022; Kumar; Tudu, 2023). 

 Os estudos de De Araújo et al. (2016), Siqueira et al. (2021) e Oliveira-Tintino 

et al. (2023c) empregaram o método supracitado para demonstrar a capacidade 

inibitória de cumarinas, chalconas e terpenos sobre a bomba de efluxo NorA de S. 

aureus 1199B, com a norfloxacina utilizada como substrato específico. O mesmo 

ocorreu com a proteína MepA de S. aureus K2068 em pesquisas sobre produtos 

naturais e sintéticos, substituindo-se o antibiótico anterior por ciprofloxacina (Freitas 

et al., 2021; Oliveira et al., 2022). Clorpromazina e CCCP, previamente citados, foram 

usados como controles positivos nessas análises. 

 A inibição dos transportadores bacterianos também pode ser verificada pelo 

impacto dos compostos sobre a emissão de fluorescência do brometo de etídio, como 

realizado por De Oliveira et al. (2023) e Santana et al. (2024). Sabe-se que a 

intensidade da fluorescência aumenta quando o corante está no citoplasma ou 

periplasma, devido à intercalação com componentes celulares (p. ex., DNA), e que 

este, em doses subletais, é removido apenas por meio de efluxo ativo (Pal et al., 

2020b). Portanto, em caso de inibição de bombas de efluxo, a emissão de 

fluorescência é superior à registrada no controle negativo (Fujiwara et al., 2022). 

 A docagem molecular é o método in silico aplicado para obter informações 

sobre a afinidade entre os possíveis inibidores e as proteínas, além de prover dados 

sobre as interações estabelecidas entre eles, levando em conta os parâmetros 

definidos (Samreen; Ahmad, 2023). A docagem pode ser livre ou “cega”, quando é 

considerado o transportador por completo (Muniz et al., 2021), mas é desejável que 

as análises utilizem um sítio de ligação específico, para garantir a obtenção de 

resultados mais seguros (De Sousa et al., 2024). Entretanto, a falta de conhecimento 
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sobre os papéis desempenhados pelos resíduos que constituem as bombas de efluxo 

inviabiliza o aperfeiçoamento de muitas das investigações (Reading et al., 2020).  

 

3.3.2 Inibidores de β-lactamases 

 

 O ácido clavulânico, isolado de Streptomyces clavuligerus, e as sulfonas 

semissintéticas do ácido penicilânico, sulbactam e tazobactam, iniciaram a era de 

restauração da atividade dos antibióticos β-lactâmicos (Arer; Kar, 2023). Com efeitos 

sobre enzimas de bactérias Gram-positivas e Gram-negativas, esses inibidores são 

mais eficazes contra serino-β-lactamases, sobretudo as da classe A. 

Amoxicilina/ácido clavulânico, ampicilina/sulbactam e piperacilina/tazobactam são as 

combinações clássicas, contudo, os inibidores também são associados a ticarcilina, 

cefoperazona e ceftolozana, respectivamente (Carcione et al., 2021). 

 O sucesso das associações ocorreu, em parte, pelo fato de os integrantes da 

primeira geração também serem β-lactâmicos (Chawla et al., 2022). Todavia, para 

reduzir a probabilidade de degradação enzimática, o ideal é que os inibidores 

possuam estruturas diferentes dos substratos (Egorov; Ulyashova; Rubtsova, 2020). 

Nesse sentido, os membros das gerações mais recentes são baseados em 

diazabiciclooctano (p. ex., avibactam, relebactam e durlobactam) e derivados de 

ácidos borônicos (p. ex., vaborbactam e taniborbactam), os quais têm alvos e 

combinações diferentes dos supracitados (Luci et al., 2021). 

 Embora os fármacos disponíveis atuem sobre β-lactamases de patógenos 

prioritários, como S. aureus, E. coli e P. aeruginosa, o seu número é baixo, dada a 

velocidade do avanço da resistência bacteriana, evidenciando a necessidade de 

novos inibidores (Alfei; Zuccari, 2022). Os critérios para definir um inibidor não são 

claros, mas sabe-se que este não deve possuir atividade antibacteriana intrínseca, 

deve inibir as enzimas responsáveis pela hidrólise do antibiótico com o qual está 

associado e ter perfil farmacocinético semelhante a este in vivo (Yahav et al., 2020). 

 As pesquisas realizadas para identificar novos inibidores de β-lactamases 

utilizam métodos semelhantes aos descritos para os inibidores de efluxo. Oliveira-

Tintino et al. (2023a) e Silva et al. (2024) indicaram que os produtos testados inibem 

a atividade enzimática em S. aureus K4100 e K4414 a partir da potencialização obtida 

pela associação destes, em concentrações subinibitórias, ao antibiótico ampicilina. Os 
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autores empregaram a combinação ampicilina/sulbactam como controle positivo, a fim 

de comparar a eficácia dos seus compostos com a do inibidor convencional.  

Esse método in vitro também é aplicado na detecção de compostos ativos 

contra linhagens Gram-negativas produtoras de enzimas como SHV, TEM, KPC, NDM 

e OXA, com as devidas adaptações quanto aos substratos (p. ex., cefepima, 

ceftazidima, ceftolozana, imipenem, piperacilina e tebipenem) e inibidores de 

referência (avibactam, relebactam e vaborbactam) (Lomovskaya et al., 2020; Zalacain 

et al., 2021; Zhang et al., 2022). 

 A associação de possíveis inibidores aos substratos de β-lactamases também 

é realizada em análises com enzimas purificadas, com a substituição do parâmetro de 

redução da CIM pela redução da concentração inibitória de 50% (IC50), mensurada a 

partir da absorbância das soluções. Comumente, o substrato escolhido é a nitrocefina, 

um composto cromogênico utilizado para detectar a produção de β-lactamases em 

amostras bacterianas, porém, também é possível utilizar os próprios antibióticos (Le 

Terrier; Nordmann; Poirel, 2023; Miller et al., 2020; Safdari et al., 2014).  

 A avaliação in silico dos compostos é conduzida sem as limitações descritas na 

seção anterior, uma vez que a estrutura e o funcionamento de β-lactamases são bem 

conhecidos, o que torna possível as análises por docagem sítio-específica (Bush, 

2023; Palacios et al., 2020). Além de verificar a afinidade com os alvos, os estudos 

objetivam identificar a relação dos ligantes com resíduos-chave do sítio ativo das 

enzimas, pois esse é o mecanismo pelo qual os fármacos aprovados interferem na 

atividade enzimática, através de inibição competitiva (Bush; Bradford, 2019; 

Jiamboonsri, Eurtivong, Wanwong, 2023; Manjunath et al., 2024). 

 

3.4 DERIVADOS CUMARÍNICOS COMO COMPOSTOS BIOATIVOS 

  

Descobertas por Vogel em 1820, as cumarinas foram inicialmente isoladas de 

Dipteryx odorata (Aubl.) Forsyth f., espécie conhecida como cumaru, denominação 

que inspirou a nomenclatura desses compostos orgânicos (Gouda et al., 2020a). 

Também chamadas de 1,2-benzopironas ou 2H-1-benzopiran-2-onas, cumarinas são 

heterociclos com núcleo formado pela união do anel benzênico ao anel pirona, sendo 

encontradas na natureza na forma livre, em maior proporção, ou conjugadas em 

glicosídeos (Lončar; Gašo-Sokač; Molnar, 2023). Quando isoladas, apresentam-se na 
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forma de pó ou flocos incolores ou amarelo-claros, com propriedades aromáticas e 

maior solubilidade em solventes orgânicos, em comparação à água (Garg et al., 2020).   

 A classificação inicial das cumarinas dividiu os compostos em quatro grupos: 

cumarinas simples - compostos com substituições nas posições C-3 a C-8 do 

esqueleto cumarínico (Figura 5); furanocumarinas - compostos com anel furânico 

fundido ao esqueleto cumarínico (entre C-6 e C-7 ou C-7 e C-8); piranocumarinas - 

compostos com anel pirânico fundido ao esqueleto cumarínico (entre C-6 e C-7 ou C-

7 e C-8); cumarinas pirona-substituídas - compostos diversos com substituições no 

anel pirona (Küpeli Akkol et al., 2020).  

 

Figura 5 – Esqueleto cumarínico com numeração IUPAC dos átomos de carbono onde podem ser 

adicionadas substituições 

 

Fonte: O autor (2024). 

 

 Posteriormente, o quarto grupo foi desmembrado, sendo propostas novas 

divisões, dentre as quais apenas as biscumarinas ou dicumarinas são consenso. 

Compostos dessa classe apresentam dois núcleos cumarínicos ligados entre si. Os 

demais grupos cumarínicos são: dihidrofuranocumarinas - presença de anel 

dihidrofurano fundido ao núcleo cumarínico; fenilcumarinas - radical fenil ligado ao 

núcleo cumarínico; benzocumarinas - anel benzênico fundido ao núcleo cumarínico; 

coumestans - benzofurano fundido ao núcleo cumarínico (Önder, 2020; Venugopala; 

Rashmi; Odhav, 2013). 

 Apesar de serem sintetizadas por fungos, bactérias e organismos marinhos, as 

cumarinas de origem natural são principalmente relacionadas às plantas, sobretudo 

famílias de Angiospermas, como Apiaceae, Clusiaceae, Fabaceae, Oleaceae e 

Rutaceae (Fernández-Peña; Matos; López, 2023; Tsivileva; Koftin; Evseeva, 2022). 

Em vegetais, onde os papeis desempenhados por esses compostos são mais bem 



31 

 

 

descritos, as cumarinas atuam como antioxidantes, inibidores enzimáticos, 

precursores de substâncias tóxicas, reguladores da atividade hormonal e na proteção 

contra microrganismos (Lončar et al., 2020). 

 A partir de pesquisas conduzidas com cumarinas naturais, descobriu-se que 

essas substâncias possuem uma estrutura versátil e promissora em diferentes 

âmbitos (Carneiro et al., 2021). Sua aplicação pode ocorrer, por exemplo, na indústria 

de cosméticos, na perfumaria, como aditivos alimentares e sondas fluorescentes, 

existindo também um alto potencial de utilização na indústria farmacêutica devido às 

atividades biológicas comprovadas (Annunziata et al., 2020; Chaudhary et al., 2022). 

Enquanto fármacos, são relevantes pela baixa toxicidade, baixo peso molecular, alta 

biodisponibilidade, esqueleto simples, de fácil síntese e com várias possibilidades de 

modificação estrutural (Jin et al., 2023). 

 Diante das potencialidades identificadas, despertou-se o interesse pela 

obtenção de cumarinas por síntese química, especialmente com o intuito de 

desenvolver compostos com eficácia superior aos fármacos em uso clínico (Dorababu, 

2022). A descoberta de substâncias como varfarina, acenocumarol e femprocumona, 

que figuram entre os anticoagulantes mais utilizados no mundo, ilustra os resultados 

positivos da busca por derivados cumarínicos bioativos (Kasperkiewicz et al., 2020; 

Montinari; Minelli; De Caterina, 2021). 

 Diferentes métodos são empregados na síntese química de cumarinas, como 

as reações de Pechmann, Perkin, Wittig, Heck e Reformatasky, o rearranjo de Claisen 

e a condensação de Knoevenagel, que é a rota sintética mais adequada para produzir 

cumarinas 3-substituídas (Gouda; Salem; Helal, 2020; Mustafa, 2021). As bases para 

a síntese também são variáveis, contudo, aldeídos, cetonas, fenóis e ácidos 

carboxílicos são as predominantes (Lončarić et al., 2020). Ademais, visando reduzir 

os impactos ecológicos envolvidos na produção, novas estratégias são avaliadas, 

como a síntese promovida por microondas e ultrassom e reações livres de solventes 

(Kumari; Sharma; Yadav, 2023). 

Além da ação anticoagulante supracitada, derivados cumarínicos apresentam 

outras bioatividades, dentre as quais são identificadas atividades antioxidante 

(Bensalah et al., 2020), antifúngica (Xu et al., 2022), antiviral (Zhao et al., 2022), 

antiparasitária (Pattanayak; Rout, 2024), analgésica e antipirética (El-Sharkawy; 

Albratty; Alhazmi, 2019), anti-inflamatória (Wang et al., 2020), anticonvulsivante (Al-

Humaidi et al., 2023), antidepressiva (Wang et al., 2021), antidiabética (Gupta; Kumar; 



32 

 

 

Chaudhary, 2020), vasorrelaxante (Matos et al., 2022), neuroprotetora (Mishra et al., 

2024) e inibitória enzimática (Pisani et al., 2022).  

Embora anteriormente tenham sido descritos vários efeitos das cumarinas 

sintéticas, atualmente há exploração e resultados de efeitos mais significativos em 

relação às propriedades antibacterianas, contra patógenos Gram-positivos e Gram-

negativos, e atividade anticâncer (p. ex., câncer de pulmão, de mama, de próstata e 

leucemia) (Khursheed; Jain, 2020; Qin et al., 2020). Um fator considerado fundamental 

para a eficácia de cumarinas sintéticas, enquanto compostos bioativos, é o 

estabelecimento de interações não covalentes entre os compostos e seus respectivos 

alvos farmacológicos (Sepay et al., 2022; Xia et al., 2022).  

 Esse potencial de bioatividade, além de ter a contribuição do esqueleto 

cumarínico, está diretamente relacionado às modificações estruturais realizadas, pois 

a adição de novos grupos químicos impacta as propriedades físico-químicas dos 

compostos, sua afinidade com os alvos e, consequentemente, seus efeitos 

farmacológicos (Baruah et al., 2019; Sharma et al., 2022). Como mencionado 

anteriormente, no controle de bactérias, substituições na posição C-3 estão entre as 

principais responsáveis pelo aumento da eficácia dos derivados cumarínicos (Flores-

Morales et al., 2023). 

 

3.4.1 Propriedades antibacterianas de cumarinas 3-substituídas 

 

 A ação direta, por efeito bactericida ou bacteriostático, é a propriedade 

antibacteriana mais estudada de cumarinas 3-substituídas, onde S. aureus, E. coli e 

P. aeruginosa predominam entre as espécies testadas. Todavia, derivados também 

foram ativos contra Bacillus cereus, Bacillus cirroflagellosus, Bacillus megaterium, 

Bacillus mycoides, Bacillus subtilis, Enterobacter cloaceae, Erwinia carotovora, 

Haemophilus influenzae, Klebsiella aerogenes, K. pneumoniae, Listeria 

monocytogenes, Micrococcus luteus, Mycobacterium tuberculosis, Proteus vulgaris, 

Pseudomonas fluorescens, Pseudomonas glycinea, Rhizobium radiobacter, 

Salmonella typhimurium, Streptococcus pneumoniae e Streptococcus pyogenes (Al-

Hazmy et al., 2022; Gouda et al., 2020b). 

Desde a comprovação de que cumarinas naturais, a exemplo da novobiocina, 

reconhecida como um potente antibiótico, inibem enzimas topoisomerase II (p. ex., 

DNA girase), esse mecanismo característico de fluoroquinolonas se tornou o mais 
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avaliado em estudos sobre a atividade antibacteriana de derivados cumarínicos 

(Dighe; Collet, 2020). Nesse sentido, cumarinas com radicais C-3 heterocíclicos, além 

de eficazes contra bactérias Gram-negativas (CIM: 0,125-128 μg/mL), inibiram in vitro 

a atividade da DNA girase de E. coli e apresentaram afinidade com o sítio ativo da 

enzima por meio de docagem molecular (Fayed et al., 2024). 

 Do mesmo modo, Liu et al. (2018) demonstraram que derivados com 

substituições C-3 baseadas em pirazol possuem efeito inibitório in vitro sobre 

topoisomerase II superior à novobiocina e à ciprofloxacina, e estabelcem interações 

hidrofóbicas e eletrostáticas in silico com a DNA girase de S. aureus. A partir de 

análises in silico, More et al. (2023), utilizando compostos 3-substituídos com grupos 

peptidomiméticos, reforçam a evidência de atividade antibacteriana em decorrência 

da inibição da DNA girase. 

 Aurangzeb et al. (2022) destacam outro possível mecanismo envolvido no 

efeito antibacteriano de cumarinas 3-substituídas: a superativação da protease HslV. 

Esse novo alvo compõe, junto com a ATPase HslU, o complexo enzimático HslVU, 

responsável pela manutenção da proteostase microbiana. No estudo, os derivados 

exibiram afinidade com resíduos do sítio ativo e aumentaram a atividade enzimática. 

Hamid et al. (2023) exploraram o mesmo alvo e demonstraram in vitro e in silico que 

derivados 3-substituídos também causam a morte das bactérias por meio da inibição 

da protease HslV, com destaque para os detentores do radical benzoil. 

 Em pesquisa sobre derivados cumarínicos contendo 3-(3-oxobutanoil), 

Benazzouz-Touami et al. (2021) identificaram que os compostos estabelecem 

ligações de hidrogênio e interações hidrofóbicas com resíduos da proteína FtsZ de S. 

aureus, homóloga à tubulina de células eucarióticas e crucial para o processo de 

divisão celular bacteriana. Os autores associaram a inibição do crescimento 

bacteriano à interação com FtsZ. Sahoo et al. (2020) também utilizaram os resultados 

da docagem para justificar a ação das cumarinas contra E. coli e S. aureus. Para os 

pesquisadores, os alvos foram enzimas tirosina quinases. 

  As 3-amidocumarinas avaliadas por Sharma et al. (2023) demonstraram outra 

propriedade de derivados com esse padrão de substituição: a inibição da formação de 

biofilmes de P. aeruginosa PAO1. Forezi et al. (2018) constataram que a adição de 

radicais na posição C-3, além de contribuir para o controle da formação de biofilmes 

de P. aeruginosa, gera redução da motilidade bacteriana e da produção de piocianina, 

um fator de virulência relacionado a efeitos citotóxicos. 
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 Cumarinas 3-substituídas derivadas do eugenol e do dihidroeugenol com 

radicais carboxila, benzoil, 4-aminobenzoil e 4-nitrobenzoil, apesar de não possuírem 

efeitos diretos contra E. coli e S. aureus, potencializaram a atividade de antibióticos 

contra linhagens multirresistentes dessas espécies (De Sousa et al., 2022; De Sousa 

et al., 2023). Nesses estudos, destacaram-se as cumarinas com radicais nitrogenados 

e seus efeitos sobre a resistência à norfloxacina e à gentamicina, porém, não foi 

possível identificar os mecanismos de ação desses compostos. 
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4 RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

Os resultados dessa dissertação estão apresentados na forma de artigos. 

 

4.1 ARTIGO 1 

 

O artigo “3-Substituted Coumarins Inhibit NorA and MepA Efflux Pumps of 

Staphylococcus aureus” foi publicado no periódico Antibiotics, volume 12, artigo 1739, 

2023, link para acesso: https://doi.org/10.3390/antibiotics12121739  
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4.2 ARTIGO 2 

 

Avaliação in vitro e in silico de cumarinas 3-substituídas: Evidências de inibição 

de β-lactamase 

 

José B. de Araújo-Neto1, Daniel S. Alves2, Gildênia A. de Araújo2, Fernanda R. 

Ribeiro3, Guilherme A. Brancaglion3, Diogo T. Carvalho3, Henrique D. M. Coutinho2, 

Augusto Schrank1,4, Saulo R. Tintino2,  

 

1Programa de Pós-Graduação em Ciências Biológicas, Centro de Biociências, 
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Resumo 

 

A resistência aos medicamentos é uma questão fundamental no tratamento de 

infecções bacterianas, de modo que é necessário descobrir fármacos alternativos para 

controlar bactérias resistentes a antibióticos, como Staphylococcus aureus produtor 

de β-lactamase. Diante disso, as cumarinas com modificações C-3 têm diferentes 

efeitos inibitórios sobre as bactérias, inclusive as multirresistentes. Aqui, avaliou-se o 

potencial in vitro e in silico de cumarinas 3-substituídas na inibição de β-lactamase de 

S. aureus. Este estudo envolveu ensaios de atividade antibacteriana e associação 

com ampicilina para controle de cepas produtoras de β-lactamase, docagem 

molecular com a β-lactamase codificada por blaZ e a análise de absorção, distribuição, 

metabolismo, excreção e toxicidade (ADMET) das cumarinas 3-substituídas. Os 

derivados não inibiram o crescimento bacteriano. Contudo, potencializaram a 

atividade da ampicilina, reduzindo a concentração inibitória em até 93,75%. A 

docagem revelou a afinidade dos compostos com o modelo de β-lactamase e mostrou 

que as cumarinas interagem com aminoácidos cruciais para a atividade enzimática, 
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como o resíduo Ser70. Os perfis ADMET apresentaram predições positivas, mas 

também limitações dos derivados, como na distribuição e maior número de alertas de 

toxicidade para as cumarinas C2 e C3. Portanto, nosso estudo evidencia a capacidade 

de cumarinas 3-substituídas em inibir β-lactamase de S. aureus e a contribuição dos 

substituintes C-3 para a modulação da resistência e perfil ADMET.  

Palavras-chave: Derivados Cumarínicos. Resistência β-Lactâmica. Docagem 

Molecular. Sinergismo Farmacológico. Staphylococcus aureus.  

 

Introdução 

  

A resistência aos antibióticos está entre as maiores ameaças à saúde mundial 

no século XXI. Além de decorrer de processos naturais das bactérias, a 

automedicação, a prescrição inadequada de medicamentos e o uso excessivo na 

agricultura e na produção animal aumentam a pressão para a resistência [1, 2]. 

Mecanismos como a redução da permeabilidade celular, bombas de efluxo, 

modificações do alvo e inativação enzimática são responsáveis pela perda da eficácia 

dos antibióticos e dificultam o tratamento de doenças infecciosas [3]. 

 A hidrólise mediada por β-lactamase é um mecanismo de resistência que 

contribui para o fracasso dos antibióticos β-lactâmicos no controle de cepas de 

Staphylococcus aureus, um patógeno oportunista considerado um dos agentes 

infecciosos mais críticos [4, 5]. Nessa espécie Gram-positiva, a enzima codificada pelo 

gene blaZ, denominada PC1 ou BlaZ, inativa as drogas do grupo das penicilinas e 

possui altos e crescentes níveis de detecção em isolados clínicos ao redor do mundo 

[6]. 

 De acordo com Alfei e Zuccari [7], a associação de β-lactâmicos a inibidores de 

β-lactamases representa a principal estratégia para restaurar a atividade desses 

antibióticos contra linhagens resistentes. Os primeiros inibidores utilizados foram 

ácido clavulânico, sulbactam e tazobactam, combinados com amoxicilina, ampicilina 

e piperacilina, respectivamente, e sucedidos por diversos outros, como avibactam, 

nacubactam e zidebactam [8, 9]. Embora esses produtos estejam em uso clínico, a 

existência de cepas resistentes a antigos ou novos inibidores sinaliza a importância 

do desenvolvimento de compostos alternativos com atividade inibitória sobre β-

lactamases [10]. 
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 Cumarinas sintéticas possuem significativo potencial bioativo devido à 

presença do esqueleto cumarínico e à possibilidade de adicionar novos grupos 

químicos à sua estrutura [11]. Derivados com grupos ligados à posição C-3 

apresentaram propriedades antitumorais [12], anti-Alzheimer [13], antifúngicas [14], 

antiparasitárias [15] e antivirais [16]. Ademais, foram reportados vários efeitos no 

controle de bactérias, como inibição do crescimento [17], interferência na produção de 

fator de virulência [18], inibição da formação de biofilme [19] e inibição de atividade 

enzimática [20].  

Em trabalho anterior, apresentamos os efeitos de cumarinas 3-substituídas na 

modulação da resistência de S. aureus através da inibição de bombas de efluxo [21]. 

Diante dos resultados positivos demonstrados contra esse patógeno e a resistência a 

antibióticos, a presente pesquisa foi conduzida para avaliar o potencial in vitro e in 

silico de cumarinas 3-substituídas na inibição de β-lactamase de S. aureus. 

 

Materiais e Métodos 

 

Preparação de substâncias para testes in vitro 

 

Foram avaliadas as seguintes cumarinas: C1: 3-benzoil-8-metoxi-6-(prop-2-en-

1-il)-2H-cromen-2-ona, C2: 8-metoxi-3-(4-nitrobenzoil)-6-(prop-2-en-1-il)-2H-cromen-

2-ona, C3: 3-(4-aminobenzoil)-8-metoxi-6-(prop-2-en-1-il)-2H-cromen-2-ona e C4: 

ácido 8-metoxi-2-oxo-6-(prop-2-en-1-il)-2H-cromen-3-carboxílico (Figura 1). Esses 

compostos foram fornecidos pelo Laboratório de Pesquisa em Química Farmacêutica 

(Universidade Federal de Alfenas, Brasil) [22]. A preparação das soluções das 

cumarinas e dos antibióticos ampicilina e ampicilina + sulbactam (Sigma-Aldrich Co., 

USA) para os ensaios in vitro seguiu o método empregado por Da Silva et al. [23], 

obtendo-se soluções com concentração de 1.024 µg/mL em água destilada e 

dimetilsulfóxido. 
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Figura 1 – Estruturas químicas das cumarinas 3-substituídas (substituições C-3 em vermelho). 

 

Fonte: O autor (2024). 

 

Linhagens Bacterianas 

 

As linhagens utilizadas nesse estudo foram S. aureus K4100 e S. aureus K4414 

[24]. Para os testes in vitro, ressuspenderam-se amostras das colônias (24 horas de 

crescimento em Mueller Hinton Agar a 37 ºC) em solução NaCl 0,9% para obter 

inóculos com turbidez equivalente à escala 0,5 de McFarland, como recomendado 

pela CLSI [25]. 

 

Avaliação da Atividade Antibacteriana 

 

A microdiluição em Brain Heart Infusion Broth (BHI) foi empregada para 

determinar a Concentração Inibitória Mínima (CIM) das cumarinas nos ensaios com 

as linhagens de S. aureus [26]. A microdiluição (1:1) com 100 µL das soluções das 

cumarinas em microplacas de 96 poços preenchidas pela solução contendo BHI (a 

10%) e inóculo bacteriano resultou na variação da concentração dos compostos 

testados de 512 a 8 µg/mL. Foram realizadas triplicatas. Após a incubação (24 horas, 

37 ºC), foi adicionada resazurina sódica (0,4 mg/mL) aos poços para determinar 

desenvolvimento bacteriano [27]. 

 

Associação das Cumarinas com Ampicilina 

 

 Para avaliar o efeito das cumarinas sobre linhagens resistentes a β-lactâmicos, 

foram organizados os seguintes grupos (em triplicata): i) Grupo-Teste: cumarinas em 
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concentração subinibitória (CIM/8) + meio de cultura (BHI 10%) + inóculo; ii) Controle 

negativo e Controle de inibição: meio de cultura + inóculo. Com os poços das 

microplacas preenchidos com 100 µL das soluções descritas, foi realizada a 

microdiluição (1:1) com 100 µL de ampicilina (grupo-teste e controle negativo) e 

ampicilina + sulbactam (controle de inibição). Este ensaio seguiu o método empregado 

por Coutinho et al. [28]. Após a incubação (24 horas, 37 ºC), a leitura dos resultados 

ocorreu como descrito acima. 

 

Docagem Molecular 

 

Para realizar um docking sítio-específico, foi utilizado o modelo da β-lactamase 

PC1 de S. aureus disponível no Protein Data Bank (PDB) sob o identificador 1BLC e 

as coordenadas do sítio ativo (x: 4,08, y: -8,31, z: -12,31), como descrito por Safdari 

et al. [29]. As moléculas de água, ligantes e cofatores foram excluídas do modelo da 

proteína. As estruturas tridimensionais (3D) das cumarinas e do sulbactam foram 

desenhadas no MarvinSketch® 23.14 (Chemaxon©) e otimizadas no Open Babel 

2.4.1 com o campo de força MMFF94. As formas ionizadas de C3 (NH3
+ substituindo 

NH2) e C4 (O- substituindo OH) também foram construídas. 

O Molegro Virtual Docker (versão 2019.7.0.0) foi o software utilizado para a 

realização da docagem molecular com ligantes flexíveis [30]. A grade (raio: 15 Å) foi 

posicionada de acordo com as coordenadas citadas e utilizou-se o MolDock Score 

[GRID] e o MolDock Optimizer como função de pontuação e algoritmo de busca, 

respectivamente. Os demais parâmetros, incluindo a preparação de proteínas e 

ligantes (p. ex., adição de hidrogênios e cargas), foram mantidos como padrões. 

A docagem com ligantes e receptor flexíveis ocorreu no AutoDock (versão 

4.2.6) [31], com grid box de 30 Å x 30 Å x 30 Å posicionada no centro do sítio de 

ligação e utilizando algoritmo genético Lamarckiano (corridas: 100, tamanho da 

população: 150, número de avaliações: 2.500.000). Para a preparação dos 

componentes no AutoDockTools 1.5.7, foram adicionados átomos de hidrogênio 

(misturando os apolares) e cargas parciais de Gasteiger, além de definir as estruturas 

dos ligantes e resíduos do receptor (até 10,0 Å do sítio ativo) como flexíveis. Em 

ambas as análises, o limite da raiz quadrada do desvio quadrático médio (RMSD) foi 

de 2,0 Å e foram escolhidas as conformações dos ligantes com as melhores energias 

de interação. 



60 

 

 

Análise ADMET 

 

O cálculo das propriedades físico-químicas das cumarinas foi realizado pelo 

software MarvinSketch® 23.14, pelo método ChemAxon. Os servidores virtuais 

pkCSM [32], Pred-hERG 5.0 [33] e ProTox-II [34] foram utilizados nas predições de 

absorção, distribuição, metabolismo, excreção e toxicidade (ADMET) dos compostos, 

enquanto o SwissADME foi o servidor empregado na identificação dos parâmetros de 

drug-likeness (semelhança com drogas) e química medicinal [35]. 

 

Análise Estatística 

 

A análise estatística dos resultados dos testes in vitro foi realizada no GraphPad 

Prism 8.0.1, utilizando análise de variância (ANOVA) de duas vias e teste post-hoc de 

Bonferroni. Foi aplicado p < 0.05.  

 

Resultados 

 

Atividades Antibacteriana e Potencializadora 

 

O ensaio de atividade antibacteriana revelou que todas as cumarinas avaliadas 

apresentaram CIM ≥ 1024 µg/mL contra as linhagens K4100 e K4414 de S. aureus. 

Apesar de esses compostos não terem controlado o crescimento das cepas testadas, 

o efeito da ampicilina foi potencializado pela adição das cumarinas. No teste com a 

linhagem K4100, a CIM da ampicilina (128 µg/mL) foi reduzida em 50% pelas 

cumarinas C2 a C4 e em 87,5% pela cumarina C1, que apresentou a mesma eficácia 

do controle de inibição de ampicilina + sulbactam (Figura 2A). 
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Figura 2 – Potencialização da atividade da ampicilina por cumarinas 3-substituídas contra S. aureus 

K4100 (A) e S. aureus K4414 (B). **** - p < 0.0001 (significância estatística). 
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Fonte: O autor (2024). 

 

Para S. aureus K4414, que apresentou maior resistência à ampicilina (CIM = 

512 µg/mL), todas as associações também resultaram em efeito sinérgico, com 87,5% 

de redução da CIM do antibiótico pelas cumarinas C3 e C4 e de 93,75% pelas 

cumarinas C1 e C2, mesma taxa de redução do controle de inibição (Figura 2B). 

Analisados juntos, os resultados com as duas cepas revelam que a cumarina C1 foi a 

mais eficiente. 

 

Docagem das cumarinas com a β-lactamase PC1  

 

 A docagem com ligantes flexíveis demonstrou que o maior nível de afinidade 

com o modelo da β-lactamase PC1 ocorreu com a cumarina C2, seguida pelas 

cumarinas C1 > C3 > C4. O MolDock Score desses compostos variou de -87,1426 a 

-115,8330, e as energias de interação de -94,3317 a -130,8900. Em ambos os 

parâmetros, o sulbactam apresentou valores menos expressivos (-80.0620 e -

82.6379, respectivamente), apesar de ser o composto com o melhor resultado na 

eficiência do ligante (Tabela 1). Ao analisar a localização dos ligantes no sítio de 

ligação, percebe-se que as cumarinas e o sulbactam ocupam uma região semelhante 

na enzima, com exceção da espécie neutra da cumarina C3 (Figura 3).  
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Tabela 1 – Resultados da docagem com ligantes flexíveis no modelo de β-lactamase PC1 

Compostos MolDock Score  Interação  HBond  
 

LE1 

C1 -112,4820 -123,4120 -8,94534 -4,68674 

C2 -115,8330 -130,8900 -9,45997 -4,29010 

C3 -110,5490  

(-108,9050) 

-122,9260 

(-117,8380) 

-10,7876 

(-7,05663) 

-4,42195 

(-4,35621) 

C4 -87,1426 

(-99,9472) 

-94,3317 

(-109,0330) 
 

-9,97778 

(-11,3077) 

-4,58645 

(-5,26038) 

Sulbactam -80,0620 -82,6379 -17,1179 -5,33746 

Legenda: HBond – ligações de hidrogênio; LE1 – eficiência do ligante (MolDock Score dividido pelo 

total de átomos pesados). Os resultados das espécies ionizadas estão entre parênteses. Os valores 

das energias calculadas pelo Molegro Virtual Docker são apresentados em unidades arbitrárias. Fonte: 

O autor (2024). 

 

Figura 3 – Conformação dos ligantes no sítio ativo da β-lactamase PC1: C1 – azul; C2 – rosa; C3 

(neutra) – verde; C3 (ionizada) – vermelho; C4 (neutra) – branco; C4 (ionizada) – roxo; Sulbactam - 

amarelo. 

 

Fonte: O autor (2024). 

 

As interações detectadas para a cumarina C2, que apresentou a maior 

afinidade no modelo de β-lactamase, foram as seguintes: i) interações de van der 

Waals (limite: 5 Å); ii) ligações de hidrogênio: ligações de hidrogênio convencionais 

com Asn132 (1,84 Å com o radical metoxi e 3,03 Å com o núcleo cumarínico) e Ser235 

(2,24 Å), e ligação de carbono-hidrogênio com Ser130 (2,53 Å); iii) interações 
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hidrofóbicas: empilhamento amida-π com Tyr129 (4,57 Å), alquil com Ile167 (3,63 Å) 

e π-alquil com Tyr105 (4,54 Å) (Figura 4A). 

Com os melhores resultados in vitro, a cumarina C1 interagiu com o modelo de 

PC1 das seguintes formas: i) interações de van der Waals (limite: 5 Å); ii) ligações de 

hidrogênio: ligações de hidrogênio convencionais com Ser70 (1,93 Å),  Lys73 (2,84 Å) 

e Asn170 (2,89 Å), e ligação de carbono-hidrogênio com Tyr129 (3,07 Å); iii) interação 

eletrostática: π-cátion com Lys73 (4,79 Å); iv) interações hidrofóbicas: alquil com 

Pro107 (3,76 Å com o radical propenil), π-alquil com Pro107 (5,47 Å com o núcleo 

cumarínico), Ile239 (5,41 Å) e Ile167 (4,99 Å) (Figura 4B).  

 

Figura 4 – Interações da cumarina C2 (A) e da cumarina C1 (B) com o modelo de PC1 na docagem 

com ligantes flexíveis. 

 

Fonte: O autor (2024). 

 

O sulbactam apresentou apenas duas classes de interação com a β-lactamase 

PC1: i) interações de van der Waals (limite: 5 Å); ii) ligações de hidrogênio: ligações 

de hidrogênio convencionais com Asn170 (2,29 Å), Asn132 (1,96 Å), Ser130 (3,00 Å 

e 2,86 Å, respectivamente) e Ser70 (2,65 Å), e ligação carbono-hidrogênio com Ile167 

(2,90 Å) (Figura 5).  
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Figura 5 – Interações do sulbactam com o modelo de PC1 na docagem com ligantes flexíveis. 

 

Fonte: O autor (2024). 

 

 A partir da docagem com ligantes e receptor flexíveis, identificou-se que a 

cumarina C1 apresentou a maior afinidade com o modelo de β-lactamase, com as 

demais cumarinas apresentando níveis de afinidade numericamente semelhantes, 

com exceção da espécie ionizada de C4. As energias de ligação variaram de -7,31 a 

-8,92 Kcal/mol e as constantes de inibição de 2,14 a 4,95 µM. Nessa análise, o 

sulbactam registou a terceira melhor energia de ligação e o melhor resultado na 

eficiência do ligante (Tabela 2). A aplicação de flexibilidade nos resíduos da proteína 

resultou em mudanças na localização dos ligantes no sítio de ligação, sobretudo em 

relação às cumarinas C2 a C4 (Figura 6). 

 

Tabela 2 – Resultados da docagem com ligantes e receptor flexíveis 

Compostos Energia de ligação Constante de inibição  Eficiência do Ligante 

C1 -8,92 2,14 -0,37 

C2 -7,58 2,76 -0,28 

C3 -7,85 

(-7,31) 

2,77 

(4,36) 

-0,31 

(-0,29) 

C4 -7,35 

(-8,68) 

4,09 

(4,95) 

-0,39 

(-0,46) 

Sulbactam -8,60 4,77 -0,57 

Legenda: Energia de ligação em Kcal/mol, Constante de inibição em µM, LE – eficiência do ligante 

(energia de ligação dividida pelo número de átomos pesados). Os resultados das espécies ionizadas 

estão entre parênteses. Fonte: O autor (2024). 
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Figura 6 – Conformação dos ligantes no sítio ativo da β-lactamase PC1. C1 – azul; C2 – rosa; C3 

(neutra) – verde; C3 (ionizada) – vermelho; C4 (neutra) – branco; C4 (ionizada) – roxo; Sulbactam - 

amarelo.  

 

Fonte: O autor (2024). 

 

Com a maior eficácia, comparada aos demais derivados, a cumarina C1 

interagiu com o modelo de PC1 com os seguintes parâmetros: i) interações de van 

der Waals (limite: 5 Å); ii) ligações de hidrogênio: ligações de hidrogênio 

convencionais com Ser70 (2,55 Å), Gln237 (2,30 Å com o núcleo cumarínico e 2,58 Å 

com o radical benzoil), e ligação de hidrogênio do doador π com Ser70 (4,84 Å); iii) 

interações hidrofóbicas: alquil com Pro107 (3,65 Å) e π-alquil com Tyr105 (5,47 Å) e 

Ile167 (5,36 Å) (Figura 7A).  

As interações registradas a partir do sulbactam foram as seguintes: i) 

interações de van der Waals (limite: 5 Å); ii) ligações de hidrogênio: ligações de 

hidrogênio convencionais com Lys73 (1,84 Å), Ser130 (2,39 Å), Ser70 (3,91 Å e 2,50 

Å, respectivamente), Asn170 (3,02 Å), Gln237 (2,00 Å) e Asn132 (1,97 Å) (Figura 7B). 
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Figura 7 – Interações da cumarina C1 (A) e do sulbactam (B) com o modelo de PC1 na docagem com 

ligantes e receptor flexíveis 

 

Fonte: O autor (2024). 

 

Análise ADMET 

 

 Das quatro cumarinas testadas, C4 e C2 têm o menor e o maior peso molecular, 

respectivamente, e C1 e C2 têm a menor e a maior área de superfície polar, 

respectivamente. Quanto à solubilidade em água, a C4 foi a cumarina com o maior 

valor, pois quanto maior o log S, maior a solubilidade. Contudo, como todos os log S 

são negativos, as cumarinas não possuem alta hidrofilicidade. Além de solubilidade 

em água, pelo cálculo do log P, as cumarinas também demonstraram lipofilicidade, na 

ordem C1 > C2 > C3 > C4 (Tabela 3). 

  Como mencionado anteriormente, apenas as cumarinas C3 e C4 possuem 

espécies ionizadas e, relacionado a esse aspecto, somente esses dois derivados 

apresentaram constantes de dissociação (pKa) e a C4 tem o log D alterado pelo pH 

(Tabela 3). A Figura 8 mostra as variações do log D com o aumento do pH e percebe-

se que, apesar de sofrer interferência, a cumarina C3 mantém seu nível de distribuição 

em pH fisiológico (aproximadamente 7,4), diferentemente da C4. A Figura 9 mostra 

que a espécie neutra da cumarina C3 é a mais bem distribuída, enquanto da C4 é a 

espécie ionizada. 
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Tabela 3 – Propriedades físico-químicas das cumarinas testadas 

Propriedades Fisico-Químicas C1 C2 C3 C4 

Peso molecular (g/mol) 320,344 365,341 335,359 260,245 

Área de superfície polar (Å²) 52,60 95,74 78,62 72,83 

Solubilidade em água (log S) -6,13 -6,77 -5,93 -3,98 

Lipofilicidade (log P) 3,342 3,295 2,559 1,819 

Distribuição em pH 7,4 (log D) 3,342 3,295 2,559 -1,488 

Constante de dissociação (pKa) * * 2,696 3,855 

*Não foram encontrados átomos ionizáveis. Fonte: O autor (2024). 

 

Figura 8 – Variação do log D das cumarinas C3 e C4 conforme alterações do pH 
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Fonte: O autor (2024). 
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Figura 9 – Variação na distribuição das microespécies (neutra e ionizada) diante da mudança de pH: 

A) cumarina C3; B) cumarina C4. 
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Fonte: O autor (2024). 

 

Devido às suas propriedades físico-químicas, todas as cumarinas mostram 

resultados positivos na avaliação de drug-likeness (Tabela 4), inclusive de acordo com 

a regra de Lipinski, o parâmetro mais utilizado nesse tipo de avaliação, que considera 

os seguintes aspectos para boa biodisponibilidade oral: peso molecular ≤ 500 g/mol, 

log P ≤ 5, número de N ou O (aceptores de hidrogênio) ≤ 10 e número de NH ou OH 

(doadores de hidrogênio) ≤ 5.  

Não houve alertas sobre o Pan-Assay Interference Compounds (PAINS), 

utilizado para detectar compostos capazes de causar resultados falsos positivos em 

experimentos, e todos as cumarinas mostraram boa pontuação de acessibilidade 

sintética (escala 1 a 10 de dificuldade). Contudo, detectaram-se alertas estruturais 
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para todos os derivados, os quais podem causar eventuais efeitos tóxicos. Em todos 

os casos, o núcleo cumarínico e o radical propenil foram motivos de alerta, além do 

radical NO2 (em C2) e a estrutura formada pelo anel aromático ligado a NH2, chamada 

de anilina (em C3) (Tabela 4). 

 

Tabela 4 – Parâmetros de drug-likeness e química medicinal das cumarinas testadas 

Parâmetros C1 C2 C3 C4 

 Lipinski Yes Yes Yes Yes 

 Ghose Yes Yes Yes Yes 

Drug-likeness Veber Yes Yes Yes Yes 

 Egan Yes Yes Yes Yes 

 Muegge Yes Yes Yes Yes 

      

 

Química Medicinal 

PAINS No No No No 

Alerta estrutural (Brenk) 2 alertas 3 alertas 3 alertas 2 alertas 

Acessibilidade sintética 3,37 3,37 3,33 2,91 

Fonte: O autor (2024). 

 

Por meio das predições farmacocinéticas (Tabela 5), percebeu-se que todas as 

cumarinas podem ser bem absorvidas pelo corpo humano, com mais de 96% de 

absorção intestinal, permeabilidade em células de adenocarcinoma colorretal humano 

(Caco-2) com log Papp a partir de 1,122 (alta permeabilidade: log Papp > 0,90) e 

permeabilidade cutânea com logKp de -2,609 a -2,777 (boa permeabilidade: logKp ≤ 

2,5). Relacionado à glicoproteína-P, as cumarinas C1 a C3 são descritas como 

inibidores e apenas a C3 como substrato. 

Com log BB entre -0,111 e -0,839 e log PS entre -2,06 e -2,465, as cumarinas 

avaliadas não penetram com facilidade a barreira hematoencefálica (BBB) e o sistema 

nervoso central (CNS), pois os valores de referência para alta penetração são > 0.3 e 

> -2,0, respectivamente. O volume de distribuição (VDss) é utilizado para identificar o 

volume necessário para uma droga ser distribuída uniformemente, e quanto mais alto 

ele for, maior é a distribuição tecidual em comparação ao plasma (log VDss: alto > 

0,45 / baixo < -0,15). Desse modo, enquanto as cumarinas C1 e C3 têm distribuição 

mais uniforme entre tecidos e circulação, C2 e C4 se concentram na circulação 

sanguínea. Outra informação sobre os compostos são os valores da fração não ligada 
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das cumarinas no plasma, que revelam a tendência de ligação a proteínas 

plasmáticas, o que pode comprometer a sua distribuição (Tabela 5).  

 

Tabela 5 – Predição dos parâmetros farmacocinéticos das cumarinas testadas 

Parâmetros C1 C2 C3 C4 

 HIA 99,07% 98,20% 97,20% 96,85% 

 Caco-2 1,363 1,243 1,122 1,211 

Absorção Permeabilidade cutânea -2,609 -2,727 -2,777 -2,723 

 Pgp (i) Sim Sim Sim Não 

 Pgp (s) Não Não Sim Não 

      

 

Distribuição 

Permeabilitdade BBB  -0,111 -0,839 -0,314 -0,345 

Permeabilidade CNS  -2,06 -2,233 -2,183 -2,465 

VDss 0,103 -0,348 0,217 -1,028 

 Fração não ligada 0,143 0,114 0,121 0,293 

      

 CYP2D6 (s) Não Não Não Não 

 CYP3A4 (s) Sim Sim Não Não 

 CYP1A2 (i) Sim Sim Sim Não 

Metabolismo CYP2C19 (i) Sim Sim Sim Não 

 CYP2C9 (i) Sim Sim Sim Não 

 CYP2D6 (i) Não Não Não Não 

 CYP3A4 (i) Sim Não Sim Não 

      

Excreção Depuração total 0,869 0,830 0,721 0,927 

 OCT2 (s) Não Não Não Não 

Legenda: HIA: Absorção Intestinal Humana; Caco-2: Células de adenocarcinoma colorretal humano 

(expresso como log Papp); Permeabilidade cutânea: expresso como logKp; Pgp: glicoproteína-P 

(inibidor (i) e substrato (s)); Permeabilidade BBB: Permeabilidade na barreira hematoencefálica 

(expresso como log BB); Permeabilidade CNS: Permeabilidade no Sistema Nervoso Central (expresso 

como log PS); VDss: Volume de distribuição (expresso como log VDss); Fração não ligada: fração das 

moléculas livres no plasma; CYP: Isoenzimas do citocromo P450 (substrato (s) e inibidor (i)); Depuração 

total: expresso como log(mL/min/kg); OCT2 (s): substrato do transportador de cátions orgânicos 2. 

Fonte: O autor (2024). 

  

Em relação às isoenzimas do citocromo P450, que participam do metabolismo 

dos fármacos, identificou-se que apenas as cumarinas C1 e C2 podem ser substratos 
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(CYP3A4), enquanto a atuação como inibidor é mais comum entre as cumarinas 

analisadas, com atividade nas isoenzimas CYP1A2, CYP2C19, CYP2C9 e CYP3A4. 

A cumarina C4 é a única que não possui potencial inibitório sobre as isoenzimas 

(Tabela 5). 

A depuração total de um composto envolve a depuração hepática e renal e 

estima a sua eliminação pelo organismo, elemento necessário para estabelecer a 

frequência da administração dos fármacos. Assim, a C4 é a cumarina com o maior 

nível de depuração e, consequentemente, com menor tempo de atividade no 

organismo, seguida pelas cumarinas C1, C2 e C3. Ainda sobre a excreção dos 

compostos, as cumarinas avaliadas não foram identificadas como substratos do 

transportador de cátions orgânicos 2 (OCT2), envolvido na eliminação de drogas pelos 

rins (Tabela 5).  

Acerca das predições sobre a toxicidade das cumarinas testadas, os resultados 

demonstram que a C4 possui a dose máxima tolerada mais alta em humanos e C2 

causa efeitos adversos em menor dose. Em ratos, a cumarina C4 é a que possui 

toxicidade aguda na menor dose, enquanto na toxicidade crônica, é a cumarina C2 

que pode causar efeitos adversos em menor dose. A cumarina C3 apresentou os 

melhores resultados (maiores doses) em ambos os parâmetros. Usando o protozoário 

Tetrahymena pyriformis, todos os compostos se mostraram tóxicos (toxicidade: log 

µg/L > -0,5), e as cumarinas C1 e C2 também apresentaram potencial de toxicidade 

sobre o peixe Pimephales promelas (minnow) (toxicidade aguda: log mM < -0,3) 

(Tabela 6). 

 Foi registrada ausência de toxicidade, para todas as cumarinas, em relação à 

sensibilização da pele, à inibição do gene humano relacionado ao ether-a-go-go 

(hERG), utilizado para avaliar toxicidade cardíaca, e às vias de sinalização do receptor 

nuclear Tox21 (Tabela 6). Em relação aos outros parâmetros de toxicidade, as 

cumarinas C2 e C3 foram os compostos com mais alertas, apresentando-se como 

mutagênicos (teste de AMES), hepatotóxicos, carcinogênicos, imunotóxicos (incluindo 

C1) e citotóxicos (apenas C3). Nas vias de resposta ao estresse Tox21, o único alerta 

é para as cumarinas C2 e C3 sobre o potencial de membrana mitocondrial (MMP). 
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Tabela 6 – Predição dos parâmetros de toxicidade das cumarinas testadas 

Parâmetros C1 C2 C3 C4 

Dose Máxima Toleradaa 0,435 0,23 0,675 0,966 

Toxicidade Oral Aguda em Ratos (LD50)a 2,289 2,365 2,71 2,161 

Toxicidade Oral Crônica em Ratosa 1,99 1,103 2,179 2,093 

Toxicidade em T. pyriformis a 0,55 0,32 0,489 0,362 

Toxicidade em Minnow a -0,786 -1,794 1,377 1,373 

Sensibilização cutâneaa Não Não Não Não 

Toxicidade AMES a Não Sim Sim Não 

Bloqueadores hERG b Não Não Não Não 

Hepatotoxicidadec Não Sim Sim Não 

Carcinogenicidadec Não Sim Sim Não 

Imunotoxicidadec Sim Sim Sim Não 

Citotoxicidadec Não Não Sim Não 

Vias de sinalização do receptor nuclear Tox21c Não Não Não Não 

Vias de resposta ao estresse Tox21c Não Não* Não* Não 

Legenda: Dose Máxima Tolerada: expresso como log mg/kg/dia; LD50: dose que causa a morte de 50% 

dos ratos em testes (expresso em mol/kg); Toxicidade Oral Crônica em Ratos: expresso em 

log(mg/kg_bw/dia); Toxicidade em T. pyriformis: expresso em log µg/L; Toxicidade em Minnow: 

expresso em log mM; hERG: gene humano relacionado ao ether-a-go-go. a Predito pelo pkCSM. b 

Predito pelo Pred-hERG. c Predito pelo Pro|Tox-II. *As cumarinas C2 e C3 são ativas sobre o Potencial 

de Membrana Mitocondrial (MMP). Fonte: O autor (2024). 

 

Discussão 

 

Apesar do potencial demonstrado pelos resultados sobre a resistência mediada 

por β-lactamase, as cumarinas testadas no presente estudo não exerceram efeitos 

antibacterianos diretos sobre cepas de S. aureus. Fayed et al. [36] avaliaram por meio 

de difusão em disco a atividade de 17 cumarinas 3-substituídas sobre bactérias Gram-

positivas e Gram-negativas. Os autores demonstraram que a maioria dos compostos 

não exerceu atividade antibacteriana, e os que inibiram o crescimento de S. aureus 

foram menos eficazes que o controle de amoxicilina.  

 Os estudos de Al-Hazmy et al. [37] e Sadi et al. [38] também relataram a baixa 

atividade de cumarinas com substituições C-3 na inibição de bactérias patogênicas. 

Esses trabalhos mostram a influência que diferentes grupos químicos têm sobre o 

efeito antibacteriano de cumarinas sintéticas, tendo em vista o potencial de outros 
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derivados 3-substituídos [39, 40]. Resultados como estes são negativos quando o 

objetivo é desenvolver fármacos com efeitos diretos, mas no nosso estudo eles 

reforçam a especificidade dos mecanismos dos compostos testados sobre a 

resistência a β-lactâmicos. 

 Assim como observado na associação com ampicilina, outras cumarinas 

também potencializaram a atividade de antibióticos β-lactâmicos contra cepas 

resistentes. Isolada de Zanthoxylum nitidum, a 5-geraniloxi-7-metoxicumarina, quando 

associada a piperacilina + tazobactam, aumentou o efeito antibiótico em até oito vezes 

contra cepas de S. aureus [41]. Estudos sobre o ácido galbânico identificaram a alta 

capacidade dessa cumarina em elevar a atividade de β-lactâmicos (cefalexina, 

meticilina e penicilina G) contra S. aureus resistente, reduzindo a CIM de até 128 

µg/mL para cerca de 1,0 µg/mL [42, 43]. 

 Cumarinas derivadas do dihidroeugenol com radicais adicionados às posições 

C-3 (4-aminobenzoil ou 4-nitrobenzoil), C-6 (propil) e C-8 (metoxi ou hidroxila) 

potencializaram a atividade da ampicilina contra S. aureus multirresistente [44]. Em 

testes com Escherichia coli, a presença da estrutura cumarínica em um complexo de 

cobre com ligante de glicose contribuiu para a inibição de metalo-carbapenemases 

[45]. 

 A docagem das cumarinas umbeliprenina, aurapteno, ácido galbânico e 7-

isopenteniloxicumarina à β-lactamase PC1 resultou em interações semelhantes às 

obtidas em nosso estudo, como ligações de hidrogênio com resíduos Ser70 e Ser130 

e interações hidrofóbicas com Ile167, Ile239 e Tyr105 [29]. Manjunath et al. [46] 

também utilizaram o aurapteno e a β-lactamase PC1 e identificaram a ocorrência de 

ligações de hidrogênio (Gln237 e Ser70), interação hidrofóbica (Ile239), interação π-

cátion (Lys73) e interações de van der Waals (Asn132, Asn170, Gly236, Ile167 e 

Ser130), corroborando nossos resultados. 

 Identificou-se que as cumarinas 3-substituídas e o sulbactam interagem através 

de ligações de hidrogênio com os resíduos Asn132, Asn170, Gln237, Lys73, Ser70 e 

Ser130, o que reforça a evidência in vitro de que esses derivados são capazes de 

inibir a β-lactamase. Semelhanças também são notadas nas interações realizadas por 

outro inibidor em uso clínico, o ácido clavulânico, com a mesma enzima, a exemplo 

de ligações de hidrogênio com Asn132, Gln237 e Ser70 [47, 48]. 

 A β-lactamase PC1 pertence à classe A, de acordo com o sistema de Ambler, 

e ao grupo 2 (subgrupo 2a), de acordo com o grupo Bush-Jacoby-Medeiros, e enzimas 
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como essa são conhecidas como serino-β-lactamases devido à importância desse 

aminoácido para a reação de hidrólise [49]. O resíduo Ser70 ocupa a região central 

do sítio ativo e é responsável por atacar o antibiótico β-lactâmico, participando do 

processo de acilação-desacilação da hidrólise [50]. Resíduos como Glu166, Lys73 e 

Ser130 também contribuem para a atividade hidrolítica [51]. Essas informações 

ressaltam o caráter favorável das interações realizadas pelas cumarinas e que a 

inibição deve ocorrer através da competição pelo sítio ativo. 

 Além de avaliar o potencial contra a resistência a β-lactâmicos, foram 

analisados os perfis ADMET das cumarinas 3-substituídas. Nas predições de 

absorção, os compostos apresentaram resultados favoráveis, contudo, um dos 

parâmetros deve ser ressaltado: a relação com a glicoproteína-P. Esse transportador, 

por bombeamento ativo, regula a concentração intracelular dos seus substratos e 

protege o organismo contra xenobióticos, mas ao mesmo tempo pode limitar os efeitos 

terapêuticos dos fármacos, como ocorreria com a cumarina C3 [52]. Ademais, 

identificar inibidores e substratos é importante para a coadministração segura de 

fármacos, garantindo a eficácia e prevenindo efeitos tóxicos [53]. 

 A permeabilidade das cumarinas na BBB e no CNS é baixa, um fato comum no 

desenvolvimento de drogas, visto que a alta proteção dessa região corporal, 

necessária para a manutenção do seu equilíbrio, dificulta a entrada de substâncias 

[54, 55]. Todavia, essa permeabilidade reduzida não é necessariamente um fator 

negativo, uma vez que elas poderiam ser utilizadas no tratamento de infecções em 

outros componentes corporais, e essa limitação na distribuição seria inclusive uma 

vantagem, pois evitaria a ocorrência de efeitos adversos envolvendo o CNS [56]. 

 Outro aspecto sobre a distribuição das cumarinas é a fração não ligada no 

plasma humano, cuja predição revelou valores baixos para todos os derivados. A 

baixa concentração de moléculas livres no plasma afeta a distribuição dos 

medicamentos e seus efeitos farmacológicos, pois as atividades desempenhadas só 

são possíveis se elas não estiverem ligadas a proteínas plasmáticas, além de interferir 

em outros eventos farmacocinéticos, como a excreção das substâncias [57, 58]. Essa 

informação corrobora a relação entre a fração não ligada e a depuração total das 

cumarinas, onde, por exemplo, a C4 apresentou a maior fração não ligada e a maior 

taxa de depuração total. 

 De acordo com Zhao et al. [59], certos compostos são metabolizados pelas 

isoenzimas do citocromo P450 para se tornarem mais hidrofílicos e facilitarem a sua 



75 

 

 

eliminação, e isso relaciona o fato de as cumarinas C1 e C2, que apresentaram os 

menores valores para solubilidade em água (log S), serem substratos da CYP3A4. 

Além disso, como mencionado com a glicoproteína-P, é necessário identificar os 

inibidores dessas isoenzimas para evitar efeitos indesejados decorrentes de 

interações medicamentosas. A coadministração de substrato e inibidor de uma 

isoenzima resulta na não metabolização do primeiro, que permanecerá por mais 

tempo no organismo, podendo causar efeitos tóxicos [60]. Essa lógica é aplicável ao 

transportador OCT2, envolvido na excreção [61]. 

 Na predição dos parâmetros de química medicinal, as cumarinas C2 e C3 

apresentaram um alerta estrutural a mais que os outros derivados, relacionado aos 

radicais nitrogenados, e no perfil de toxicidade essas duas cumarinas também foram 

os compostos com mais alertas, reforçando a contribuição dos grupos contendo 

nitrogênio para a toxicidade dos compostos. Semelhante à nossa análise, Żołek e 

Maciejewska [62] detectaram mais efeitos tóxicos com o aumento de radicais 

nitrogenados em derivados cumarínicos. Krzyszczak e Czech [63] também indicaram 

que a ligação do nitrogênio ao anel aromático eleva a toxicidade de compostos 

orgânicos, contudo, em uma perspectiva ambiental. 

 A cumarina C4 demonstrou o menor número de casos de toxicidade, sendo a 

atividade contra T. pyriformis o único alerta. Além de não possuir grupos nitrogenados, 

a estrutura desse composto difere das demais pela ausência do anel benzênico, para 

o qual são descritos diferentes efeitos tóxicos, a exemplo de imunotoxicidade, 

identificada em todas as cumarinas com benzeno na estrutura dos radicais C-3 [64]. 

Corroborando essa evidência, no perfil ADMET de derivados de 7,8-

dihidroxicumarina, a toxicidade também foi mais comum em compostos com anel 

aromático na estrutura dos radicais [65]. 

 

Conclusão 

 

 Por meio de análises in vitro e in silico, constata-se que as cumarinas 3-

substituídas testadas aumentam a atividade do antibiótico ampicilina no controle de 

cepas resistentes de S. aureus e têm afinidade com a β-lactamase da mesma espécie, 

interagindo com resíduos cruciais para a inibição da sua atividade hidrolítica tal qual 

drogas em uso clínico. Ademais, esses compostos não são eficazes na atividade 
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antibacteriana direta. Portanto, nossos achados evidenciam o potencial dos derivados 

como inibidores de β-lactamase de S. aureus. 

 Considerando as análises ADMET, apesar de os derivados possuírem 

avaliações favoráveis, são necessárias estratégias para melhorar o seu 

comportamento no organismo, por exemplo, sobre a baixa fração não ligada no 

plasma. Além disso, a presença de grupos nitrogenados e do anel aromático nas 

substituições C-3 deve ser analisada no desenvolvimento de novos derivados 

cumarínicos, pois ao mesmo tempo que contribui para a eficácia dos compostos, 

também eleva os riscos de toxicidade. Todavia, essas predições in silico não são 

definitivas, sendo necessária a confirmação em ensaios in vivo. 

Essa pesquisa traz novos dados sobre derivados cumarínicos enquanto 

compostos bioativos, destacando as melhores modificações estruturais para a 

modulação da resistência bacteriana (radical benzoil, em C1) e para o perfil ADMET 

dos compostos (radical carboxila, em C4), e com isso, esperamos contribuir para o 

desenvolvimento de adjuvantes da antibioticoterapia em tempos de microrganismos 

resistentes a múltiplas drogas. 
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5 CONCLUSÕES 

 

• As cumarinas 3-substituídas avaliadas não apresentam efeito antibacteriano 

direto em concentração clinicamente relevante sobre as linhagens 1199B, 

K2068, K4100 e K4414 de S. aureus. 

• As cumarinas testadas potencializam a atividade do brometo de etídio e dos 

antibióticos norfloxacina e ciprofloxacina sobre as linhagens 1199B e K2068 de 

S. aureus, assim como a ampicilina em ensaios com as cepas K4100 e K4414. 

• A cumarina C1 eleva a emissão de fluorescência do brometo de etídio nas 

linhagens de S. aureus portadoras de bombas de efluxo NorA e MepA. 

• A permeabilidade de membrana das linhagens 1199B e K2068 de S. aureus 

não é afetada pela cumarina C1. 

• As cumarinas 3-substituídas mostram afinidade com modelos das bombas de 

efluxo NorA e MepA e interagem de modo semelhante a inibidores de 

referência. Há afinidade também com o modelo da β-lactamase PC1, ocorrendo 

interações com resíduos cruciais para a sua atividade. 

• Todas as cumarinas analisadas apresentam predições farmacocinéticas 

positivas, contudo, a cumarina C4 possui o melhor perfil. Nas predições de 

toxicidade, enquanto a cumarina C4 tem o menor número de alertas, as 

cumarinas C2 e C3 apresentam maior probabilidade de causar efeitos tóxicos, 

revelando a influência dos radicais C-3 nitrogenados nesse sentido. Análises 

posteriores poderão comprovar esses resultados. 

• Os resultados in vitro e in silico evidenciam que as cumarinas 3-substituídas 

avaliadas têm potencial na inibição de bombas de efluxo e β-lactamase de S. 

aureus. Entre esses compostos, a cumarina C1, que possui um benzoil como 

radical C-3, é o mais eficaz. 
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6 SÚMULA CURRICULAR 
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