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RESUMO

A resisténcia a antibiéticos mediada por bombas de efluxo e B-lactamase contribui
para a elevacdo dos riscos associados as infecgdes causadas por linhagens de
Staphylococcus aureus. Pela inibicado de tais mecanismos, cumarinas restauram o
efeito das drogas contra esse patégeno Gram-positivo. Além disso, ha evidéncias de
que substituigdes no carbono 3 (C-3) tornam os derivados cumarinicos mais eficazes
no controle de bactérias. O objetivo do presente estudo foi avaliar in vitro e in silico o
potencial de cumarinas 3-substituidas como adjuvantes de antibiéticos 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 acido 8-metoxi-2-o0x0-6-(prop-2-en-1-il)-2H-cromen-3-carboxilico (C4). Para os
ensaios in vitro, foram utilizadas as linhagens 1199B (transportador NorA), K2068
(transportador MepA), K4100 e K4414 (B-lactamase) de S. aureus. A partir da
determinacdo da Concentragdo Inibitéria Minima (CIM) das cumarinas, esses
compostos foram associados, em concentracdo subinibitoria (CIM/8), com os
antibiéticos norfloxacina, ciprofloxacina e ampicilina e com o brometo de etidio (EtBr).
Ensaios de emissao de fluorescéncia do EtBr e de permeabilidade de membrana
também foram realizados com as cepas portadoras de bombas de efluxo NorA e
MepA. As analises in silico compreenderam experimentos de docagem molecular com
modelos dos transportadores NorA e MepA e da [(-lactamase PC1 de S. aureus e a
predicdo dos perfis de absorcao, distribuicdo, metabolismo, excregao e toxicidade
(ADMET) das cumarinas. Com CIM = 1.024 pg/mL, todas as cumarinas foram
ineficazes no controle das linhagens de S. aureus por acédo direta, porém,
potencializaram o efeito dos antibiéticos 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 reducao de CIM de 50% a 75% também ocorreram na associagao das cumarinas
com ciprofloxacina e EtBr nos testes com S. aureus K2068. A redugédo 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 emissao de
fluorescéncia do EtBr em 40% (linhagem 1199B) e 20% (linhagem K2068) e nao

exercer acao 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 residuos-chave para a inibigao das
bombas de efluxo NorA e MepA e da B-lactamase PC1. As predi¢cdes farmacocinéticas
revelaram que os compostos atendem aos critérios de drug-likeness, tém alta
absorcdo intestinal, permeabilidade cutdnea e baixa permeabilidade na barreira
hematoencefalica e que a cumarina C4 nao é substrato nem inibidor da glicoproteina-
P e das isoenzimas do citocromo P450. Esse derivado também registrou 0 menor
numero de alertas de toxicidade. Os resultados deste trabalho evidenciam o potencial
das cumarinas 3-substituidas avaliadas como inibidoras de bombas de efluxo e B-
lactamase de S. aureus, as quais apresentam efeitos esperados para compostos

utilizados como adjuvantes de antibidticos.

Palavras-chave: Derivados cumarinicos; Resisténcia a antibiéticos; Sinergismo

farmacolégico; Docagem molecular; ADMET.



ABSTRACT

Antibiotic resistance mediated by efflux pumps and B-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-
2-0x0-6-(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 (B-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 [(-lactamase PC1 from S. aureus and
prediction of the absorption, distribution, metabolism, excretion, and toxicity (ADMET)
profiles of coumarins. With MIC = 1,024 pg/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 B-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 B-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 INTRODUGAO

As bactérias desempenham importantes papéis ecoldgicos, inclusive sendo
benéficas aos seres humanos. Todavia, existem espécies capazes de causar danos
aos hospedeiros (patdégenos), o que envolve uma relagdo complexa entre as
caracteristicas do microrganismo, a susceptibilidade do hospedeiro, 0 seu microbioma
e as condi¢cdes ambientais (Bernardo-Cravo et al., 2020). Ademais, o desequilibrio
dessas interagdes ¢ intensificado pelas mudancgas climaticas, resultando no aumento
da incidéncia de doencgas infecciosas (Mora et al., 2022).

Os estudos iniciais sobre agentes antibacterianos ocorreram ainda no século
XIX, mas a revolugdo da medicina proporcionada pelos antibioticos se estabeleceu
somente apds a descoberta da penicilina, utilizada desde 1940 (Spagnolo; Truijillo;
Dennehy, 2021). A introdugcédo dos antibidticos prolongou a expectativa de vida da
populagdo mundial, ndo apenas pela cura das infecgdes bacterianas até entéo letais,
mas também por viabilizar a realizagao de procedimentos médicos como cirurgias
complexas, inclusive de transplante de 6rgéos (Cook; Wright, 2022).

O uso indiscriminado de antibiéticos contribuiu para a rapida perda de eficacia
de muitos dos medicamentos, ao ponto de a resisténcia de bactérias patogénicas ser
um dos maiores problemas de saude publica do século XXI (Ding et al., 2023). As
estimativas mais recentes atribuem cerca de 1,27 milhdes de mortes anuais a
resisténcia a antibidticos e, em menos de trés décadas, esse numero pode chegar a
10 milhdes por ano (Antimicrobial Resistance Collaborators, 2022).

Responsaveis por parcelas significativas dos indices de morbidade e
mortalidade, os patdgenos ESKAPE (Enterococcus faecium, Staphylococcus aureus,
Klebsiella pneumoniae, Acinetobacter baumannii, Pseudomonas aeruginosa e
Enterobacter spp.) estdo entre as principais ameagas a saude humana (Aloke;
Achilonu, 2023). Especialmente associadas a infecgdes hospitalares e capazes de
evadir-se da acdo de multiplos antibidticos, essas espécies Gram-positivas e Gram-
negativas sdo prioritarias na pesquisa e desenvolvimento de farmacos efetivos no
combate de doengas causadas por bactérias resistentes (Denissen et al., 2022).

Staphylococcus aureus se destaca no grupo ESKAPE devido a alta viruléncia
e capacidade adaptativa, o que faz com que as defesas do hospedeiro ndo sejam
eficientes na protecao de infec¢gdes de maior ou menor gravidade (Giulieri et al., 2022;

Sheppard, 2022). Além disso, o tratamento dessas infec¢des é dificultado pela
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resisténcia de linhagens de S. aureus a antibi6ticos das classes dos glicopeptideos,
macrolideos, aminoglicosideos, oxazolidinonas, lincosamidas, cetolideos,
estreptograminas, lipopeptideos, tetraciclinas, fluoroquinolonas e B-lactdmicos
(Mlynarczyk-Bonikowska et al., 2022).

Fluoroquinolonas sédo drogas de amplo espectro que exercem agao bactericida
pela inibicao de enzimas topoisomerase Il, envolvidas na sintese de acidos nucleicos
(Bhatt; Chatterjee, 2022). O efeito desses antibidticos no controle de S. aureus é
drasticamente reduzido pela superexpressdo de bombas de efluxo, proteinas
transmembranares que diminuem a concentracao intracelular do farmaco a partir da
sua extrusao (Sodhi; Singh, 2021). Pela atuacéao, frequéncia de deteccdo e numero
de estudos, NorA e MepA sao dois dos transportadores mais relevantes de cepas de
S. aureus (Lade; Joo; Kim, 2022; Lopez et al., 2020; Oliveira-Tintino et al., 2023b).

Os pB-lactdmicos  (penicilinas, cefalosporinas, carbapenémicos e
monobactamicos), inibidores da sintese da parede celular bacteriana, formam a classe
mais utilizada na histéria da antibioticoterapia e o principal alvo da resisténcia de S.
aureus (Alexander et al., 2023; Turner et al., 2022). Entre os mecanismos descritos
para linhagens dessa bactéria Gram-positiva, esta a atividade da B-lactamase PC1,
que inativa os antibidticos através da hidrdlise da ligagdo amida presente em seu
nucleo caracteristico, o anel B-lactamico (Elfaky et al., 2023).

Diante da ineficacia dos antibiéticos 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 antibi6ticos por meio de aumento da
permeabilidade (mediado por danos a membrana ou parede celular), inibicdo de
enzimas envolvidas em diferentes processos metabdlicos, modulacdo do sistema
imunoldgico do hospedeiro ou interferéncia direta sobre mecanismos de resisténcia,
como bombas de efluxo e B-lactamases (Dhanda; Acharya; Haldar, 2023).

Relevantes nesse contexto, cumarinas sdo compostos de origem natural ou
sintética com potencial na restauracao da sensibilidade de bactérias Gram-positivas e
Gram-negativas a antibioticos (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
inibicdo de bombas de efluxo, inclusive NorA e MepA (Madeiro et al., 2017; Martin et
al., 2023; Martin et al., 2024), e modulagdo da resisténcia a [B-lactamicos, com
evidéncia de atividade na B-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 patogénicas, de forma direta ou associadas a
antibiéticos, empreenderam-se esforgcos na busca por derivados cumarinicos de maior
poténcia ou espectro de acédo (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 possuiam substituicdes na posigdo C-3 do esqueleto cumarinico.

Apesar de estudos relatarem que cumarinas e seus derivados interferem na
resisténcia de S. aureus mediada por bombas de efluxo e B-lactamase e que os
compostos com modificagcbes C-3 sao mais eficazes no controle de bactérias
resistentes a multiplas drogas, ndo ha trabalhos reunindo esses dois pontos. Portanto,
a presente pesquisa € a primeira a reportar os efeitos de cumarinas 3-substituidas em
bombas de efluxo e B-lactamase de S. aureus, explorando novas possibilidades

estruturais no ambito das investigagbes sobre adjuvantes de antibidticos.
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2 OBJETIVOS

2.1 GERAL

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

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

2.2 ESPECIFICOS

e Avaliar in vitro o efeito inibitério de cumarinas 3-substituidas sobre bombas de
efluxo NorA e MepA e B-lactamase de S. aureus;

e Avaliar a especificidade do mecanismo de potencializagdo da atividade
antibidtica por cumarinas 3-substituidas em linhagens portadoras de bombas
de efluxo;

e Confrontar os dados obtidos por ensaios in vitro com os resultados de
experimentos de docagem molecular;

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

substituidas.
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3 FUNDAMENTAGCAO TEORICA

3.1 Staphylococcus aureus COMO AGENTE INFECCIOSO

O primeiro registro de S. aureus como agente infeccioso data de 1880, quando
o cirurgido escocés Alexander Ogston isolou a bactéria do pus de um abcesso
cirdrgico 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 epiteto especifico “aureus” em alusdo a coloragdo dourada das colénias
(Adhikari, 2021).

Pertencente a familia Staphylococcaceae, S. aureus é caracterizado como um
microrganismo imovel, ndo formador de esporos, anaerdbio facultativo, catalase-
positivo e coagulase-positivo, caracteristica que o difere de outros estafilococos
(Toltzis, 2023). Essa espécie compde a microbiota de cerca de 30% da populagéo
mundial, como comensal e colonizando principalmente a pele e o trato respiratorio
superior, mas com a possibilidade de colonizar quase todos os tecidos do hospedeiro
devido a capacidade de obter nutrientes essenciais a sua sobrevivéncia (Ford;
Hurford; Cassat, 2021; Potter et al., 2020).

Staphylococcus aureus € também um dos principais patégenos humanos, o que
torna a sua presencga um fator de risco para o desenvolvimento de infec¢gdes (Howden
et al., 2023). As patologias mais leves causadas por essa bactéria sdo infec¢des de
pele, como furunculos, carbunculos, impetigo, foliculite e erisipela. Entretanto, estas
podem ser fontes de bacteremia (presenca da bactéria na corrente sanguinea),
responsavel por elevar em 25% o risco de morte dos pacientes (Lam; Stokes, 2023).
Endocardite, pneumonia, osteomielite, artrite séptica, intoxicacdo alimentar e
sindrome do choque téxico sdo outras enfermidades associadas a S. aureus (Pal et
al., 2023).

Toxinas, adesinas, proteinas de superficie e enzimas degradadoras sao alguns
dos fatores de viruléncia que contribuem para o éxito de S. aureus como patoégeno, o
qual tem a evasao das defesas do hospedeiro como etapa crucial para o
estabelecimento da infec¢do (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) Inibicdo do extravasamento, ativagcdo e quimiotaxia de leucdcitos:
proteinas estafilococicas semelhantes a superantigenos (SSL), toxina
estafilococica X (SelX), proteina inibidora de quimiotaxia de
Staphylococcus (CHIPS), estafopaina (protease) e lipase Geh.

ii) Inibicdo da fagocitose por estruturas superficiais protetoras, agregagao
e formagao de biofilme: adesina intercelular polissacaridica (PIA),
coagulase, proteina de ligacdo ao fator de von Willebrand (vWbp),
estafilotrombina, fator clumping A (CIfA) e proteinas de ligacdo a
fibronectina (FNBPs).

iii) Inibicdo da opsonizagao: proteina de superficie A (SpA), proteina
estafilococica de ligagdo a imunoglobulina (Sbi), inibidores
estafilococicos do complemento (SCIN), proteina extracelular de ligagéo
ao fibrinogénio (Efb), adesina Cna e protease V8.

iv) Inibicdo dos mecanismos de morte de leucécitos: estafiloxantina,
catalase (KatA), alquil hidroperéoxido redutase C (AhpC), inibidor
estafilococico de peroxidase (SPIN), fator de resisténcia a multiplos
peptideos (MprF), proteina de adeséao extracelular (Eap) e enzima AdsA.

V) Eliminacgao direta de leucdcitos por toxinas: a-toxina, leucocidinas PVL,
LukDE, LukAB, HIgAB e HIgCB, e modulinas soluveis em fenol (PSMs).

Os fatores de viruléncia mencionados ainda auxiliam a bactéria na invasao
tecidual e nos processos de manutencao, internalizagao, persisténcia e distribuicao
da infecgao (Cheung; Bae; Otto, 2021). Devido a matriz polimérica extracelular, os
biofilmes, além de protegerem o microrganismo das defesas do hospedeiro e
garantirem a manutencédo da infec¢ao, sdo preocupantes por dificultarem o tratamento
com antibidticos (ldrees et al., 2021). A invasédo e sobrevivéncia de S. aureus em
células do hospedeiro também sao motivos de alerta, pois séo eventos diretamente
relacionados a cronicidade da infecg¢ao (Li et al., 2022).

Ademais, S. aureus se tornou uma ameacga ainda mais significativa a saude
publica pela resisténcia a antibioticos adquirida por inumeras cepas (Pal et al., 2020a).
O surgimento de linhagens resistentes € o maior desafio no controle dessa bactéria,
pois até os mais novos antibiéticos tém a eficacia reduzida em um curto espaco de
tempo. Esse foi o caso da vancomicina, eficaz no tratamento de infecgcbes por S.
aureus resistente a meticilina (MRSA), mas logo teve o potencial diminuido pela

ocorréncia de S. aureus resistente a vancomicina (VRSA) (Cong; Yang; Rao, 2020).
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3.2 RESISTENCIA A ANTIBIOTICOS

Espécies ou grupos bacterianos sao naturalmente resistentes a determinadas
classes de antibidticos, o que se conhece como resisténcia intrinseca/inata, resultado
da incompatibilidade de propriedades fisico-quimicas ou mecanismo de acao das
drogas com caracteristicas estruturais ou funcionais das bactérias (Hasan; Dutta;
Nguyen, 2022). O caso mais evidente é o de bactérias Gram-negativas, que impedem
a entrada de antibidticos na célula, como os glicopeptideos, devido a presencga de
uma membrana externa na constituicdo da sua parede celular (Impey et al., 2020).

A resisténcia adquirida difere da anterior por ser uma propriedade de cepas
especificas e ter a exposicdo aos antibiéticos como um fator determinante (Harris et
al., 2023). Essa resisténcia decorre de mutagcdes ou da transferéncia horizontal de
genes (THG), que envolve elementos genéticos moveis como transposons, integrons
e, sobretudo, plasmideos (Urban-Chmiel et al., 2022). Além dos mecanismos
classicos de conjugacao, transducao e transformacéao, a THG também ocorre por meio
de vesiculas extracelulares, processo chamado de vesidugao (Soler; Forterre, 2020).

Os mecanismos de resisténcia podem ser divididos em trés grupos principais:
os que reduzem a concentragao intracelular dos antibiéticos, como bombas de efluxo
e alteragdes em porinas; os que inativam os antibioticos, por modificacdo quimica ou
degradagdo enzimatica; os que interferem nos sitios de ligagéo, por modificagdes
estruturais ou protecgao do alvo (Darby et al., 2023; Pulingam et al., 2022). Bombas de
efluxo e B-lactamases tém destaque entre os mecanismos identificados em linhagens

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

3.2.1 Bombas de efluxo

Bombas de efluxo bacterianas desempenham importantes fungdes fisioldgicas,
como a protecdo contra acidos biliares, sais e horménios de mamiferos, toxinas
derivadas de vegetais e estresse oxidativo e nitrosativo, tolerancia a hidrocarbonetos
aromaticos, ao pH e a salinidade, exportacdo de acidos graxos, secregao de
moléculas envolvidas em interagbes bacterianas competitivas, sinalizagao celular,
aquisicao de ions metalicos, resisténcia a metais pesados, formacao de biofilmes e

efluxo de poliaminas, guanidina e metabdlitos primarios (Henderson et al., 2021).
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Apesar da relevancia de tais fungdes para a sobrevivéncia bacteriana, as
bombas de efluxo sdao amplamente estudadas pela extrusdo de antibidticos e
consequente progressao para altos niveis de resisténcia (Nishino et al., 2021). A
superexpressao dessas proteinas, que reduz significativamente a sensibilidade as
drogas, tem um custo para os microrganismos, pois ao elevar o gasto energético e
afetar a capacidade reprodutiva, demanda mecanismos reparatérios, onde séo citados
a aquisicdo de mutagbes compensatérias e o aumento da respiragao celular
(Ebbensgaard; Lgbner-Olesen; Frimodt-Mgller, 2020).

A regulacdo genética dos transportadores tem duas vias principais de
ocorréncia: a regulagdo mediada por ativadores ou repressores transcricionais com
dominios de ligagao ao acido desoxirribonucleico (DNA) e aos ligantes, os quais estao
inseridos nos grupos AraC, MarR, MerR e TetR; a ativagdo de sistemas regulatérios
de dois componentes formados por um sensor histidina quinase que, ao ser ativado,
sofre autofosforilagao e transfere o grupo fosforilado para um regulador de resposta
com dominio de ligagao ao DNA (De Gaetano et al., 2023). Além da concentragao de
antibidticos, a regulagéo é ativada, por exemplo, por espécies reativas de oxigénio,
biocidas, solventes organicos e variagdes de pH (Huang et al., 2022).

As bombas de efluxo sdo agrupadas nas seguintes familias: Superfamilia de
cassetes de ligagao de adenosina trifosfato (ATP) (ABC), Superfamilia de resisténcia-
nodulagao-divisdo celular (RND), Familia de pequena resisténcia a multiplas drogas
(SMR), Superfamilia de efluxo de compostos antimicrobianos proteobacterianos
(PACE), Superfamilia dos facilitadores principais (MFS) e Superfamilia de extrusao de
multiplas drogas e compostos téxicos (MATE) (Gaurav et al., 2023).

A classificagao dos transportadores baseia-se em aspectos estruturais e formas
de obtencao de energia (Brindangnanam et al., 2022). A superfamilia RND é a que
possui a base estrutural mais caracteristica, a qual se trata de um complexo tripartite
formado por uma proteina de membrana externa, uma proteina de membrana interna
e uma proteina acopladora periplasmatica que une as anteriores (Colclough et al.,
2020). Em termos energéticos, a superfamilia ABC é a unica constituida por
transportadores primarios, ou seja, que obtém energia a partir da hidrolise do ATP,
todas as demais utilizam a forga proton-motriz fornecida por H* ou pelo gradiente
eletroquimico de Na* (transportadores secundarios) (Sreekantan et al., 2022).

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

existem diferencas quanto a distribuicdo e as caracteristicas dessas proteinas entre
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espécies Gram-positivas e Gram-negativas (Garcia et al., 2022). Enquanto a
superfamilia RND €& a principal contribuinte para a multirresisténcia de patégenos
Gram-negativos, MFS é especialmente caracterizada em Gram-positivos. Ademais,
transportadores ABC, com estrutura tripartite em Gram-negativos, consistem em
proteinas unicas no grupo oposto (Huang et al., 2022).

Com excecdao da superfamilia PACE, linhagens de S. aureus possuem
transportadores de todos os demais grupos, cabendo a ressalva de que a bomba de
efluxo FarE, unica integrante de RND nessa espécie, ndo age sobre antibioticos
(Schindler; Kaatz, 2016). B-Lactamicos, estreptograminas, fenicois, lincosamidas,
macrolideos, oxazolidinonas e tetraciclinas sao expelidos por bombas de efluxo de S.
aureus, mas fluoroquinolonas predominam entre substratos, o que se deve aos
membros das familias MFS e MATE, que tém como principais representantes as

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

3.2.1.1 Superfamilia MFS e proteina NorA

Transportadores MFS, ainda que considerados apenas aqueles presentes em
bactérias, apresentam muitas diferencas entre si, a exemplo de caracteristicas
estruturais (p. ex., estrutura unica em Gram-positivos e tripartite em Gram-negativos),
substratos (p. ex., agucares, aminoacidos, metabdlitos intermediarios, ions e agentes
antimicrobianos) e as formas como estes sdo translocados (uniporte, simporte ou
antiporte) (Henderson; Fendler; Poolman, 2019; Pasqua et al., 2019). Contudo, a
identificacdo dos membros dessa superfamilia é possivel devido as sequéncias de
aminoacidos altamente conservadas, dentre as quais tém destaque os motivos A e C,
sendo este ultimo crucial para o efluxo de antibiéticos (Varela et al., 2023).

As bombas de efluxo envolvidas na resisténcia a multiplas drogas compartilham
a composi¢ao por 12 a 14 dominios transmembranares em a-hélice (divididos em
feixes N- e C-terminais com seis ou sete segmentos cada), a relevancia dos residuos
hidrofébicos no transporte e o funcionamento como antiportadores (Drew et al., 2021).
O processo de antiporte inicia com a ligacao do ion (principalmente H*) no lado externo
da proteina, o que aumenta a afinidade com o antibiético no lado citoplasmatico
(Figura 1A). fon e antibiético sdo transportados simultaneamente e, finalizada a

translocacgao, o transportador retorna a conformacao inicial (Stephen et al., 2023).
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Figura 1 — A) Mecanismo de antiporte de MFS: 1 — Transportador na configuragédo “aberto para fora”, 2
- ligacdo do ion H* na face externa aumenta a afinidade com o antibiético no interior, 3 — estagio
intermediario da translocacéo, 4 — liberagdo da droga e do ion, 5 — transportador vazio retornando a

conformacao inicial; B) Estrutura secundaria da proteina NorA.

Extracelular

Intracelular

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

NorA, uma das bombas de efluxo mais estudadas entre todas as superfamilias,
€ codificada pelo gene cromossémico norA, composta por 388 aminoacidos, 12
segmentos transmembranares (com uma grande alga citoplasmatica) (Figura 1B) e
utiliza o gradiente de protons como fonte de energia (Ferreira et al., 2022). Além das
regides conservadas tipicas de MFS, esse transportador tem outras duas sequéncias
denominadas Motivo-1 e Motivo-2, que fornecem estabilidade a proteina (Shang et al.,
2022).

A principio, Brawley et al. (2022) identificaram 11 residuos importantes para a
atividade de NorA, foram eles: Phe16, Gly20 e lle23 no segmento 1; Asn137 e Phe140
no segmento 5; Glu222 no segmento 7; GIn255 no segmento 8; Phe303, Phe306 e
Asp307 no segmento 10; Thr336 no segmento 11. Analisadas as mutagdes nas
respectivas posi¢oes, Glu222 e Asp307 foram considerados residuos-chave para o
transportador, com possivel atuagao no transporte de protons.

Sob o controle dos reguladores MgrA, NorR e NorG, a bomba de efluxo NorA
tem fluoroquinolonas como seus substratos entre os antibioticos, onde sé&o
identificadas norfloxacina, ciprofloxacina, enoxacina, ofloxacina, lomefloxacina e

esparfloxacina (Hassanzadeh et al., 2020; Schindler; Kaatz, 2016). Corantes, como
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brometo de etidio e laranja de acridina, e biocidas, a exemplo do cloreto de
benzalcbénio, cetrimida, acriflavina e brometo de tetrafenilfosfébnio, também sao
expelidos por NorA (Shamkhi; Saadedin; Jassim, 2019; Stephen et al., 2023).

3.2.1.2 Superfamilia MATE e proteina MepA

As bombas de efluxo MATE sdo formadas por 12 segmentos
transmembranares em a-hélice divididos em uma por¢ao N-terminal (segmentos 1 a
6) e outra C-terminal (segmentos 7 a 12) e sdo responsaveis pela extrusdo de
compostos xenobidticos e residuos metabdlicos, onde residuos hidrofébicos e acidos
desempenham importante papel no transporte dos substratos e ions (Brindangnanam
et al., 2022).

Medicamentos hidrofébicos e catibnicos, como cimetidina, metformina,
procainamida, aciclovir, cefalexina, fluoroquinolonas e aminoglicosideos, estao entre
0s principais compostos sobre os quais essa superfamilia atua (Kuroda; Tsuchiya,
2009; Kusakizako et al., 2020). Assim como em MFS, essas bombas de efluxo
funcionam como antiportadores, e a energia para a translocacédo dos substratos
provém de ions Na* ou H* (Kim et al., 2021).

Transportadores MATE sao agrupados em trés subfamilias: NorM, DinF e
eMATE. As proteinas presentes em bactérias sdo encontradas nos dois primeiros
grupos, DinF também abrange transportadores de arqueas e eMATE contém as
proteinas de organismos eucarioticos (animais, vegetais, fungos e protozoarios)
(Miyauchi et al., 2017). Apesar de possuirem cerca de 40% de homologia em suas
sequéncias, os integrantes da superfamilia ndo possuem regides conservadas
universais, indicio de que tém origens distintas (Nair; Lee; van Veen, 2016).

Composta por 451 aminoacidos, energizada pelo antiporte de Na*, codificada
pelo gene cromossdémico mepA e regulada pelo repressor MepR, MepA é a unica
bomba de efluxo da superfamilia MATE em S. aureus (Huang et al., 2023; Kaatz;
McAleese; Seo, 2005). Contra antibiéticos, sua atividade é desempenhada sobre a
tigeciclina, pertencente as glicilciclinas, e fluoroquinolonas, como ciprofloxacina,
norfloxacina, moxifloxacina e esparfloxacina (Dabul et al., 2018; Hassanzadeh et al.,
2020). Biocidas e corantes também s&o substratos de MepA, dentre eles: rodamina,
acriflavina, pentamidina, cloreto de benzalcbnio, dequalinio, tetrafenilfosfonio, cristal

violeta, 4’,6-diamidino-2-fenilindol e brometo de etidio (Banchs et al., 2014).
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O estudo de Schindler et al. (2013) fornece evidéncias sobre o funcionamento
do transportador em questdo. Dois residuos, Glu156 e Asp183 (Figura 2),
demonstraram-se cruciais para a atividade de MepA, uma vez que mutacdes nessas
posicdes resultaram em perda de fungdo. Outros residuos, como Asp48, Ser81,
Ala161, Met291, Ala302 e Glu423, também se destacaram nas andlises, mas a
proteina manteve a capacidade de efluir os substratos mesmo com trocas de
aminoacidos nessas posi¢cdes. A maneira exata como tais residuos contribuem para

o funcionamento da bomba de efluxo permanece incerta.

Figura 2 — Representacdo dos segmentos transmembranares de MepA, com a face citoplasmatica
voltada para a frente (A) e para tras (B), com residuos-chave destacados em vermelho (cruciais),

amarelo (relevancia intermediaria) e verde (menor grau de relevancia)

Citoplasma Citoplasma

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

3.2.2 B-lactamases

Com cerca de 2.800 tipos descritos e estando entre as enzimas mais bem
estudadas, as p-lactamases foram originadas muito antes do advento da
antibioticoterapia, com ancestrais que datam de bilhdes de anos (Egorov; Ulyashova;
Rubtsova, 2020; Frohlich et al., 2021). As evidéncias apontam que essas enzimas
surgiram em bactérias ambientais como forma de prote¢cao contra compostos tdxicos
produzidos por outros microrganismos, compostos estes que viriam a compor a classe

de antibidticos conhecidos como B-lactémicos (Bush, 2018).
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Apesar do extenso histérico evolutivo, as [(-lactamases comecaram a ser
investigadas apenas apos a identificagdo de resisténcia em linhagens de bactérias
patogénicas. No inicio, essas enzimas eram detectadas somente naquelas
associadas a infecgbes nosocomiais, mas, progressivamente, tornaram-se comuns
em casos de infec¢gdes comunitarias, ressaltando o avango alarmante da resisténcia
a antibidticos (Bush; Bradford, 2020).

Dois principais sistemas sao utilizados para classificar B-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 sequéncias de
aminoacidos conhecidas, em classe A, com serina no sitio ativo, e classe B, com
presenca de cisteina e histidina e dependéncia de cofatores (ions metalicos — p. ex.,
Zn?*). Posteriormente, descobriram-se novas serino-B-lactamases, tipos AmpC e
OXA, cujas disparidades com a classe A fizeram surgir as classes C e D,
respectivamente (Huovinen; Huovinen; Jacoby, 1988; Jaurin; Grundstrom, 1981).

A classificacado funcional de Bush, Jacoby e Medeiros (1995), atualizada por
Bush e Jacoby (2010), considera os substratos e os inibidores das B-lactamases e,
geralmente, tem correlagdo com o sistema anterior. O grupo 1 inclui as enzimas da
classe C, que sdo mais ativas contra cefalosporinas e resistentes a inibigao por acido
clavulanico e tazobactam. O grupo 3 abrange as metalo-B-lactamases da classe B e
€ subdividido em 3a (inatividade apenas contra monobactamicos) e 3b (hidrolise de
carbapenémicos), ambos inibidos por tazobactam e resistentes ao acido clavulanico.
Pela falta de consisténcia nos dados, o grupo 4 foi omitido no esquema mais recente.

O grupo 2 (classes A e D) possui a divisdo mais complexa. As enzimas da
classe A estdo nos seguintes subgrupos (substratos entre parénteses): 2a
(penicilinas), 2b (penicilinas e cefalosporinas de primeira geragcédo), 2be
(cefalosporinas e monobactamicos), 2br (penicilinas), 2ber (cefalosporinas e
monobactamicos), 2c (carbenicilina), 2ce (carbenicilina e cefepima), 2e
(cefalosporinas) e 2f (carbapenémicos). A classe D esta distribuida nos subgrupos 2d
(cloxacilina e oxacilina), 2de (cefalosporinas) e 2df (carbapenémicos). A resisténcia a
inibicdo por tazobactam ocorre em todos os subgrupos, os quais, com excec¢ao de 2br
e 2ber, sdo sensiveis ao acido clavulanico (Bush; Jacoby, 2010).

As enzimas produzidas por bactérias Gram-positivas correspondem as serino-
B-lactamases das classes A e D, e as metalo-B-lactamases da classe B, com a vasta

maioria pertencendo a 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 cromossdmico), € integrante da classe A ou grupo 2a (Bush; Bradford, 2020; Rocha
et al., 2022).

3.2.2.1 B-lactamase PC1

A enzima PC1 tem estrutura dividida em um dominio a, majoritariamente em a-
hélice, e um dominio a/f, com porgdes em a-hélice e folha-f (cinco fitas). Em uma
fenda entre os dominios esta localizado o sitio ativo, que conta com a presencga do
residuo catalitico Ser70 (Figura 3) (Philippon et al., 2016). Dentre os 281 aminoacidos
que a constituem, destacam-se residuos conservados da classe A e relevantes para
sua atividade: a tétrade iniciada por Ser70 e terminada por Lys73, as triades Ser130-
Asp131-Asn132 e Lys234-Thr/Ser-Gly236 e a alga Q, 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 residuo catalitico Ser70 destacado em amarelo

Dominio a Dominio a/f

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 B-lactamase é identificada principalmente em Staphylococcus
spp- De 1946 a 1953, a detecgao 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 paises como
Kuwait e China (Vali et al., 2017; Yang et al., 2017).

Ainda sobre S. aureus, € comum a detec¢ao de PC1 em cepas MRSA, as quais,
devido a presenga do gene mecA, sao resistentes a 3-lactdmicos pela producgéo de
proteinas de ligagao a penicilina modificadas (Ali; Abdel Aziz, 2024; Aréde; Ministro;
Oliveira, 2013). Além de atuarem contra a mesma classe de antibiéticos, esses
mecanismos apresentam similaridades estruturais e funcionais em seus sistemas
regulatorios, o que permite que o sistema de blaZ seja um corregulador de mecA
(Ersoy et al., 2021; Kirmusaoglu; Gareayaghi; Kocazeybek, 2019).

A regulacédo de PC1 envolve o operon bla, que inclui os genes blaZ, blaR1 e
blal (lvanovic et al., 2023). O sensor transmembranar BlaR1, a partir da ligacédo do
antibidtico na sua porgao externa, ativa a metaloprotease de zinco presente em seu
dominio intracelular. Essa enzima é responsavel pela clivagem do repressor
transcricional Blal, o que possibilita a expressao de blaZ (Masimen et al., 2022). Apds
sua sintese, a 3-lactamase ¢ liberada no meio extracelular, como ocorre em enzimas
tipicas de Gram-positivos (Pimenta et al., 2023).

Como mencionado anteriormente, as penicilinas sao os principais substratos
do grupo no qual PC1 é classificada. Dentre os antibiéticos inseridos nessa subdivisdo
dos B-lactamicos, as penicilinas naturais (p. ex., benzilpenicilina) e as aminopenicilinas
(p- ex., ampicilina) sdo os principais alvos (Bush; Jacoby, 2010; Fisher; Mobashery,
2021; Lima et al., 2020). Essa enzima possui atividade hidrolitica reduzida contra
meticilina e oxacilina (penicilinas resistentes as penicilinases), cefalosporinas de
primeira geragao e carbapenémicos (Lade; Kim, 2023; Nomura et al., 2020).

O mecanismo de PC1 segue o padrdo das serino-B-lactamases, que possui
fases de acilagao e desacilagao (Figura 4). Na primeira fase, o residuo Ser70 ¢ ativado
e realiza o ataque nucleofilico ao carbono carbonilico do anel B-lactamico, formando
uma acil-enzima. Na etapa de desacilacao, o ataque é efetuado por uma molécula de
agua previamente ativada, a qual promove a quebra da ligagdo amida estabelecida
pelo atomo de carbono citado e a liberagao do antibiético do sitio ativo. A ativagao de
Ser70 e da molécula de agua é atribuida a Lys73 e Glu166, respectivamente, mas
ainda existem discussdes sobre o papel exato desses residuos (He et al., 2020; Tooke
et al., 2019).
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Figura 4 — Mecanismo hidrolitico de serino-B-lactamases: (a) ativagdo de Ser70 pela base B1 e ataque
nucleofilico ao carbono carbonilico, (b) formagéo da acil-enzima, (c) ativagdo da molécula de agua pela
base B2 e quebra da ligagdo amida do anel 3-lactdmico, (d) estado de transi¢do, (e) liberagdo do
antibidtico degradado do sitio ativo
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Fonte: Tooke et al. (2019, p. 3476).

3.3 INIBIDORES COMO ADJUVANTES DE ANTIBIOTICOS

O desenvolvimento de drogas antibacterianas tradicionais, mesmo sem a
repercussao observada no século XX, continua sendo uma estratégia de combate a
bactérias multirresistentes (Dutescu; Hillier, 2021). Entre os anos de 2000 e 2021,
foram langcados 44 antibidticos, a maioria classificada como quinolonas, todavia, nao
houve impacto significativo frente ao cenario critico da saude publica (Shi et al., 2023).
Diante disso, ha a necessidade de formas mais eficazes de realizar o enfrentamento
a resisténcia bacteriana (Chernov et al., 2019).

Produgdo de drogas de espectro ultraestreito com o auxilio de técnicas
moleculares, terapias alternativas (fagoterapia, uso de anticorpos e agentes
imunomoduladores), ligagdo a alvos nao convencionais, restauragdo da atividade
antibiética por terapia combinada (antibiético + antibidtico ou antibiético + adjuvante),
sistemas de entrega de medicamentos e emprego de peptideos antimicrobianos,
nanomateriais metalicos, materiais fotossensiveis e polimeros catidbnicos sdo meios
estudados para aperfeicoar o tratamento de doencas causadas por linhagens
resistentes (Konwar et al., 2022; Yao et al., 2023).
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No ambito da busca por adjuvantes, sobressaem-se as substancias que inibem
mecanismos de resisténcia, as quais tém dois alvos principais: bombas de efluxo e
enzimas degradadoras ou modificadoras (Chawla et al., 2022). Nao obstante o avango
das pesquisas no século XXI, os inibidores de bombas de efluxo permanecem restritos
aos laboratérios (Verma; Tiwari; Tiwari, 2021). Em contraposigao, os inibidores de [3-
lactamases sao utilizados desde 1988. Contudo, a sua eficacia também é afetada pelo
aparecimento de estirpes resistentes, de modo que o desenvolvimento de novos

farmacos permanece necessario (Coelho; Mainardi, 2021; Papp-Wallace et al., 2020).

3.3.1 Inibidores de bombas de efluxo

De acordo com Bhardwaj e Mohanty (2012), a resisténcia mediada por bombas
de efluxo pode ser combatida através de: producio de novos antibiéticos ou alteragao
da estrutura dos antibidticos existentes, a fim de que estes n&o sejam reconhecidos
pelas proteinas; interferéncia na montagem dos transportadores, no caso dos que sao
tripartidos; inibicdo da expressdo génica; bloqueio da energia necessaria para o
funcionamento da bomba de efluxo; impedimento da ligacdo dos substratos a
proteina, de modo competitivo (o sitio de ligagao do inibidor € 0 mesmo do substrato)
ou nao competitivo (inibidor e substrato tém sitios de ligagao diferentes).

Em experimentos laboratoriais, diferentes produtos se mostraram eficazes na
inibicdo dos transportadores e sao utilizados como compostos de referéncia em
estudos afins. Esse € o caso de carbonil cianeto m-clorofenil hidrazona (CCCP),
reconhecido como um forte desacoplador de energia (disruptor da forga préton-
motriz), da fenilalanina-arginina B-naftilamida (PABN), um inibidor competitivo, e de
farmacos ja 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 auséncia de aprovagao para esses e outros compostos ocorre porque, além
de potencializar o efeito de antibiéticos, um inibidor, seja ele natural, sintético ou
semissintético, somente € considerado ideal se preencher determinados requisitos, a
exemplo de: n&o exercer atividade antibacteriana direta, para que ndo haja selegéo
de linhagens resistentes; ser seletivo e n&o atuar sobre transportadores eucarioticos;

possuir caracteristicas farmacoldgicas ideais, como nao ser toxico, ter altos indices
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terapéuticos e de segurancga, perfil farmacocinético favoravel e estabilidade sérica;
apresentar produgao economicamente viavel (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 associagdo dos antibidticos (substratos
especificos) e do brometo de etidio (substrato universal) as substancias de interesse,
comumente testadas em concentragdes subinibitorias para eliminar a possibilidade de
efeitos antibacterianos intrinsecos. Espera-se que na presenca de tais substancias os
substratos sejam mais ativos, o0 que é observado a partir da redugdo da sua
concentracao inibitéria minima (CIM) (Dias et al., 2022; Kumar; Tudu, 2023).

Os estudos de De Araujo et al. (2016), Siqueira et al. (2021) e Oliveira-Tintino
et al. (2023c) empregaram o meétodo supracitado para demonstrar a capacidade
inibitéria de cumarinas, chalconas e terpenos sobre a bomba de efluxo NorA de S.
aureus 1199B, com a norfloxacina utilizada como substrato especifico. O mesmo
ocorreu com a proteina MepA de S. aureus K2068 em pesquisas sobre produtos
naturais e sintéticos, substituindo-se o antibidtico anterior por ciprofloxacina (Freitas
et al., 2021; Oliveira et al., 2022). Clorpromazina e CCCP, previamente citados, foram
usados como controles positivos nessas analises.

A inibicdo dos transportadores bacterianos também pode ser verificada pelo
impacto dos compostos sobre a emissao de fluorescéncia do brometo de etidio, como
realizado por De Oliveira et al. (2023) e Santana et al. (2024). Sabe-se que a
intensidade da fluorescéncia aumenta quando o corante esta no citoplasma ou
periplasma, devido a intercalagdo 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 inibicdo de bombas de efluxo, a emissdo de
fluorescéncia é superior a registrada no controle negativo (Fujiwara et al., 2022).

A docagem molecular € o método in silico aplicado para obter informagdes
sobre a afinidade entre os possiveis inibidores e as proteinas, além de prover dados
sobre as interacdes estabelecidas entre eles, levando em conta os parametros
definidos (Samreen; Ahmad, 2023). A docagem pode ser livre ou “cega”, quando é
considerado o transportador por completo (Muniz et al., 2021), mas é desejavel que
as analises utilizem um sitio de ligacdo especifico, para garantir a obtengdo de

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

inviabiliza o aperfeicoamento de muitas das investiga¢des (Reading et al., 2020).

3.3.2 Inibidores de B-lactamases

O acido clavulanico, isolado de Streptomyces clavuligerus, e as sulfonas
semissintéticas do acido penicilanico, sulbactam e tazobactam, iniciaram a era de
restauracéo da atividade dos antibidticos B-lactamicos (Arer; Kar, 2023). Com efeitos
sobre enzimas de bactérias Gram-positivas e Gram-negativas, esses inibidores séo
mais eficazes contra serino-p-lactamases, sobretudo as da classe A.
Amoxicilina/acido clavulanico, ampicilina/sulbactam e piperacilina/tazobactam sao as
combinacdes classicas, contudo, os inibidores também sao associados a ticarcilina,
cefoperazona e ceftolozana, respectivamente (Carcione et al., 2021).

O sucesso das associagdes ocorreu, em parte, pelo fato de os integrantes da
primeira geragao também serem B-lactamicos (Chawla et al., 2022). Todavia, para
reduzir a probabilidade de degradacdo enzimatica, o ideal € que os inibidores
possuam estruturas diferentes dos substratos (Egorov; Ulyashova; Rubtsova, 2020).
Nesse sentido, os membros das geragdes mais recentes sao baseados em
diazabiciclooctano (p. ex., avibactam, relebactam e durlobactam) e derivados de
acidos bordnicos (p. ex., vaborbactam e taniborbactam), os quais tém alvos e
combinagdes diferentes dos supracitados (Luci et al., 2021).

Embora os farmacos disponiveis atuem sobre B-lactamases de patdgenos
prioritarios, como S. aureus, E. coli e P. aeruginosa, o seu numero é baixo, dada a
velocidade do avango da resisténcia bacteriana, evidenciando a necessidade de
novos inibidores (Alfei; Zuccari, 2022). Os critérios para definir um inibidor ndo séo
claros, mas sabe-se que este ndo deve possuir atividade antibacteriana intrinseca,
deve inibir as enzimas responsaveis pela hidrélise do antibidético com o qual esta
associado e ter perfil farmacocinético semelhante a este in vivo (Yahav et al., 2020).

As pesquisas realizadas para identificar novos inibidores de [B-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 enzimatica em S. aureus K4100 e K4414 a partir da potencializagao obtida

pela associacdo destes, em concentragdes subinibitérias, ao antibiético ampicilina. Os
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autores empregaram a combinagao ampicilina/sulbactam como controle positivo, a fim
de comparar a eficacia dos seus compostos com a do inibidor convencional.

Esse método in vitro também é aplicado na deteccdo de compostos ativos
contra linhagens Gram-negativas produtoras de enzimas como SHV, TEM, KPC, NDM
e OXA, com as devidas adaptagdes quanto aos substratos (p. ex., cefepima,
ceftazidima, ceftolozana, imipenem, piperacilina e tebipenem) e inibidores de
referéncia (avibactam, relebactam e vaborbactam) (Lomovskaya et al., 2020; Zalacain
et al., 2021; Zhang et al., 2022).

A associacao de possiveis inibidores aos substratos de B-lactamases também
€ realizada em analises com enzimas purificadas, com a substituicdo do parametro de
reducéo da CIM pela redugéo da concentragao inibitéria de 50% (ICs0), mensurada a
partir da absorbancia das solu¢gdes. Comumente, o substrato escolhido € a nitrocefina,
um composto cromogénico utilizado para detectar a produgdo de B-lactamases em
amostras bacterianas, porém, também € possivel utilizar os proprios antibiéticos (Le
Terrier; Nordmann; Poirel, 2023; Miller et al., 2020; Safdari et al., 2014).

A avaliacao in silico dos compostos € conduzida sem as limitacdes descritas na
secao anterior, uma vez que a estrutura e o funcionamento de (B-lactamases sdo bem
conhecidos, o que torna possivel as analises por docagem sitio-especifica (Bush,
2023; Palacios et al., 2020). Além de verificar a afinidade com os alvos, os estudos
objetivam identificar a relagdo dos ligantes com residuos-chave do sitio ativo das
enzimas, pois esse € o mecanismo pelo qual os farmacos aprovados interferem na
atividade enzimatica, através de inibicdo competitiva (Bush; Bradford, 2019;

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

3.4 DERIVADOS CUMARINICOS COMO COMPOSTOS BIOATIVOS

Descobertas por Vogel em 1820, as cumarinas foram inicialmente isoladas de
Dipteryx odorata (Aubl.) Forsyth f., espécie conhecida como cumaru, denominagao
que inspirou a nomenclatura desses compostos organicos (Gouda et al., 2020a).
Também chamadas de 1,2-benzopironas ou 2H-1-benzopiran-2-onas, cumarinas sao
heterociclos com nucleo formado pela unido do anel benzénico ao anel pirona, sendo
encontradas na natureza na forma livre, em maior propor¢do, ou conjugadas em

glicosideos (Loncar; Gaso-Sokac; Molnar, 2023). Quando isoladas, apresentam-se na
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forma de p6 ou flocos incolores ou amarelo-claros, com propriedades aromaticas e
maior solubilidade em solventes organicos, em comparagao a agua (Garg et al., 2020).

A classificacao inicial das cumarinas dividiu os compostos em quatro grupos:
cumarinas simples - compostos com substituicdes nas posicoes C-3 a C-8 do
esqueleto cumarinico (Figura 5); furanocumarinas - compostos com anel furanico
fundido ao esqueleto cumarinico (entre C-6 e C-7 ou C-7 e C-8); piranocumarinas -
compostos com anel piranico fundido ao esqueleto cumarinico (entre C-6 e C-7 ou C-
7 e C-8); cumarinas pirona-substituidas - compostos diversos com substituicbes no
anel pirona (Kupeli Akkol et al., 2020).

Figura 5 — Esqueleto cumarinico com numeragéo IUPAC dos atomos de carbono onde podem ser

adicionadas substituicdes

8
O O

6 /3
5 4

Fonte: O autor (2024).

Posteriormente, o quarto grupo foi desmembrado, sendo propostas novas
divisbes, dentre as quais apenas as biscumarinas ou dicumarinas sao consenso.
Compostos dessa classe apresentam dois nucleos cumarinicos ligados entre si. Os
demais grupos cumarinicos sao: dihidrofuranocumarinas - presenca de anel
dihidrofurano fundido ao nucleo cumarinico; fenilcumarinas - radical fenil ligado ao
nucleo cumarinico; benzocumarinas - anel benzénico fundido ao nucleo cumarinico;
coumestans - benzofurano fundido ao nucleo cumarinico (Onder, 2020; Venugopala;
Rashmi; Odhav, 2013).

Apesar de serem sintetizadas por fungos, bactérias e organismos marinhos, as
cumarinas de origem natural sdo principalmente relacionadas as plantas, sobretudo
familias de Angiospermas, como Apiaceae, Clusiaceae, Fabaceae, Oleaceae e
Rutaceae (Fernandez-Pefia; Matos; Lépez, 2023; Tsivileva; Koftin; Evseeva, 2022).

Em vegetais, onde os papeis desempenhados por esses compostos sdo mais bem
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descritos, as cumarinas atuam como antioxidantes, inibidores enzimaticos,
precursores de substancias tdxicas, reguladores da atividade hormonal e na prote¢ao
contra microrganismos (Loncar et al., 2020).

A partir de pesquisas conduzidas com cumarinas naturais, descobriu-se que
essas substancias possuem uma estrutura versatii e promissora em diferentes
ambitos (Carneiro et al., 2021). Sua aplicagdo pode ocorrer, por exemplo, na industria
de cosméticos, na perfumaria, como aditivos alimentares e sondas fluorescentes,
existindo também um alto potencial de utilizagdo na industria farmacéutica devido as
atividades bioldgicas comprovadas (Annunziata et al., 2020; Chaudhary et al., 2022).
Enquanto farmacos, sao relevantes pela baixa toxicidade, baixo peso molecular, alta
biodisponibilidade, esqueleto simples, de facil sintese e com varias possibilidades de
modificagao estrutural (Jin et al., 2023).

Diante das potencialidades identificadas, despertou-se o interesse pela
obtengdo de cumarinas por sintese quimica, especialmente com o intuito de
desenvolver compostos com eficacia superior aos farmacos em uso clinico (Dorababu,
2022). A descoberta de substéncias como varfarina, acenocumarol e femprocumona,
que figuram entre os anticoagulantes mais utilizados no mundo, ilustra os resultados
positivos da busca por derivados cumarinicos bioativos (Kasperkiewicz et al., 2020;
Montinari; Minelli; De Caterina, 2021).

Diferentes métodos sdo empregados na sintese quimica de cumarinas, como
as reacdes de Pechmann, Perkin, Wittig, Heck e Reformatasky, o rearranjo de Claisen
e a condensacgao de Knoevenagel, que € a rota sintética mais adequada para produzir
cumarinas 3-substituidas (Gouda; Salem; Helal, 2020; Mustafa, 2021). As bases para
a sintese também s&o variaveis, contudo, aldeidos, cetonas, fenois e acidos
carboxilicos sdo as predominantes (LoncCari¢ et al., 2020). Ademais, visando reduzir
0s impactos ecoldgicos envolvidos na produgao, novas estratégias sao avaliadas,
como a sintese promovida por microondas e ultrassom e reagdes livres de solventes
(Kumari; Sharma; Yadav, 2023).

Além da acdo anticoagulante supracitada, derivados cumarinicos apresentam
outras bioatividades, dentre as quais sao identificadas atividades antioxidante
(Bensalah et al., 2020), antifungica (Xu et al., 2022), antiviral (Zhao et al., 2022),
antiparasitaria (Pattanayak; Rout, 2024), analgésica e antipirética (El-Sharkawy;
Albratty; Alhazmi, 2019), anti-inflamatéria (Wang et al., 2020), anticonvulsivante (Al-
Humaidi et al., 2023), antidepressiva (Wang et al., 2021), antidiabética (Gupta; Kumar;
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Chaudhary, 2020), vasorrelaxante (Matos et al., 2022), neuroprotetora (Mishra et al.,
2024) e inibitéria enzimatica (Pisani et al., 2022).

Embora anteriormente tenham sido descritos varios efeitos das cumarinas
sintéticas, atualmente ha exploracdo e resultados de efeitos mais significativos em
relacdo as propriedades antibacterianas, contra patdégenos Gram-positivos e Gram-
negativos, e atividade anticancer (p. ex., cancer de pulméo, de mama, de préstata e
leucemia) (Khursheed; Jain, 2020; Qin et al., 2020). Um fator considerado fundamental
para a eficacia de cumarinas sintéticas, enquanto compostos bioativos, € o
estabelecimento de interagcbes ndo covalentes entre os compostos e seus respectivos
alvos farmacolégicos (Sepay et al., 2022; Xia et al., 2022).

Esse potencial de bioatividade, além de ter a contribuicdo do esqueleto
cumarinico, esta diretamente relacionado as modificagdes estruturais realizadas, pois
a adicdo de novos grupos quimicos impacta as propriedades fisico-quimicas dos
compostos, sua afinidade com os alvos e, consequentemente, seus efeitos
farmacolégicos (Baruah et al.,, 2019; Sharma et al., 2022). Como mencionado
anteriormente, no controle de bactérias, substituicbes na posicdo C-3 estdo entre as
principais responsaveis pelo aumento da eficacia dos derivados cumarinicos (Flores-
Morales et al., 2023).

3.4.1 Propriedades antibacterianas de cumarinas 3-substituidas

A acao direta, por efeito bactericida ou bacteriostatico, € a propriedade
antibacteriana mais estudada de cumarinas 3-substituidas, 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 comprovacao de que cumarinas naturais, a exemplo da novobiocina,
reconhecida como um potente antibiético, inibem enzimas topoisomerase Il (p. ex.,

DNA girase), esse mecanismo caracteristico de fluoroquinolonas se tornou o mais
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avaliado em estudos sobre a atividade antibacteriana de derivados cumarinicos
(Dighe; Collet, 2020). Nesse sentido, cumarinas com radicais C-3 heterociclicos, além
de eficazes contra bactérias Gram-negativas (CIM: 0,125-128 ug/mL), inibiram in vitro
a atividade da DNA girase de E. coli e apresentaram afinidade com o sitio ativo da
enzima por meio de docagem molecular (Fayed et al., 2024).

Do mesmo modo, Liu et al. (2018) demonstraram que derivados com
substituicdes C-3 baseadas em pirazol possuem efeito inibitério in vitro sobre
topoisomerase Il superior a novobiocina e a ciprofloxacina, e estabelcem interagdes
hidrofobicas e eletrostaticas in silico com a DNA girase de S. aureus. A partir de
analises in silico, More et al. (2023), utilizando compostos 3-substituidos com grupos
peptidomiméticos, reforcam a evidéncia de atividade antibacteriana em decorréncia
da inibicdo da DNA girase.

Aurangzeb et al. (2022) destacam outro possivel mecanismo envolvido no
efeito antibacteriano de cumarinas 3-substituidas: a superativagao da protease HslV.
Esse novo alvo compde, junto com a ATPase HslU, o complexo enzimatico HsIVU,
responsavel pela manutencdo da proteostase microbiana. No estudo, os derivados
exibiram afinidade com residuos do sitio ativo e aumentaram a atividade enzimatica.
Hamid et al. (2023) exploraram o0 mesmo alvo e demonstraram in vitro e in silico que
derivados 3-substituidos também causam a morte das bactérias por meio da inibigao
da protease HslV, com destaque para os detentores do radical benzoil.

Em pesquisa sobre derivados cumarinicos contendo 3-(3-oxobutanoil),
Benazzouz-Touami et al. (2021) identificaram que os compostos estabelecem
ligagdes de hidrogénio e interagdes hidrofébicas com residuos da proteina FtsZ de S.
aureus, homologa a tubulina de células eucarioticas e crucial para o processo de
divisdo celular bacteriana. Os autores associaram a inibicdo do crescimento
bacteriano a interagao com FtsZ. Sahoo et al. (2020) também utilizaram os resultados
da docagem para justificar a agdo 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 padrao de substitui¢cao: a inibicao da formacao de
biofilmes de P. aeruginosa PAO1. Forezi et al. (2018) constataram que a adigao de
radicais na posicao C-3, além de contribuir para o controle da formacao de biofiimes
de P. aeruginosa, gera redugao da motilidade bacteriana e da produgao de piocianina,

um fator de viruléncia relacionado a efeitos citotéxicos.
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Cumarinas 3-substituidas derivadas do eugenol e do dihidroeugenol com
radicais carboxila, benzoil, 4-aminobenzoil e 4-nitrobenzoil, apesar de ndo possuirem
efeitos diretos contra E. coli e S. aureus, potencializaram a atividade de antibioticos
contra linhagens multirresistentes dessas espécies (De Sousa et al., 2022; De Sousa
etal., 2023). Nesses estudos, destacaram-se as cumarinas com radicais nitrogenados
e seus efeitos sobre a resisténcia a norfloxacina e a gentamicina, porém, nao foi

possivel identificar os mecanismos de agcao desses compostos.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados dessa dissertacao estao 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 periddico Antibiotics, volume 12, artigo 1739,
2023, link para acesso: https://doi.org/10.3390/antibiotics 12121739
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Abstract: Coumarins are compounds with scientifically proven antibacterial properties, and mod-
ifications to the chemical structure are known to improve their effects. This information is even
more relevant with the unbridled advances of antibiotic resistance, where Staphylococcus aureus
and its efflux pumps play a prominent role. The study’s objective was to evaluate the potential of
synthetic coumarins with different substitutions in the C-3 position as possible inhibitors of the NorA
and MepA efflux pumps of S. aureus. For this evaluation, the following steps took place: (i) the
determination of the minimum inhibitory concentration (MIC); (ii) the association of coumarins with
fluoroquinolones and ethidium bromide (EtBr); (iii) the assessment of the effect on EtBr fluores-
cence emission; (iv) molecular docking; and (v) an analysis of the effect on membrane permeability.
Coumarins reduced the MICs of fluoroquinolones and EtBr between 50% and 87.5%. Coumarin
C1 increased EtBr fluorescence emission between 20 and 40% by reinforcing the evidence of efflux
inhibition. The molecular docking results demonstrated that coumarins have an affinity with efflux
pumps and establish mainly hydrogen bonds and hydrophobic interactions. Furthermore, C1 did not
change the permeability of the membrane. Therefore, we conclude that these 3-substituted coumarins
act as inhibitors of the NorA and MepA efflux pumps of S. aureus.

Keywords: antibiotic resistance; fluoroquinolones; synergism; benzoyl; structure-activity relationship

1. Introduction

Staphylococcus aureus is a Gram-positive bacterium described as one of the most wor-
rying pathogens for human health, contributing to increased morbidity and mortality
rates [1]. This microorganism can cause anything from mild skin infections to invasive
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infections, such as endocarditis, bacteremia, pneumonia, and osteomyelitis [2]. In addition
to pathogenicity, S. aureus is also relevant for the multidrug resistance acquired by its strains,
which has made it a high-priority species for the development of new drugs, according to
the World Health Organization [3].

Efflux pumps are proteins responsible for expelling compounds toxic to bacteria, and
in strains of S. aureus, they are among the main mechanisms of resistance to fluoroquinolone
antibiotics [4]. Relevant in this context, the efflux pumps NorA and MepA are chromosome-
encoded transporters belonging to the major facilitator superfamily (MFS) and multidrug
and toxic compound extrusion family (MATE), respectively [5,6]. These efflux pumps,
in addition to having fluoroquinolones (e.g., norfloxacin and ciprofloxacin) as substrates,
also extrude quaternary ammonium compounds (e.g., benzalkonium chloride), ethidium
bromide (EtBr), pentamidine, acriflavine, and cetrimide, for example [7,8].

Given the impact of antibiotic resistance on public health (around 1.3 million deaths/year),
the development of efflux pump inhibitors (EPIs) is one of the strategies used to combat
bacteria resistant to multiple drugs (MDRs) [9,10]. The ability of EPIs to restore the ef-
fectiveness of existing antibiotics against MDR strains is even more prominent given the
current context of the pharmaceutical industry, where investment in antibiotic research and
development is decreasing despite the advancement of bacterial resistance [11-13].

Coumarins are compounds synthesized by plants, fungi, and bacteria and obtained
via chemical synthesis [14]. Among its bioactivities, antimicrobial, anti-inflammatory,
anticonvulsant, anticancer, and antioxidant activities can be mentioned [15,16]. Studies
such as that by De Araujo et al. [17] and Simunovi¢ et al. [18] provide evidence that
coumarins and their derivatives can act as EPIs, including against S. aureus efflux pumps,
such as the Nora protein.

Analysis of the structure-activity relationship of coumarins indicates that certain
modifications made to the chemical structure can improve their pharmacological effects.
Against bacteria, the best substitution patterns include radicals linked to carbons 3, 4, 6, 7,
and 8; however, studies associate the C-3 position with the most significant results [19-21].

Therefore, this study aims to evaluate the potential of synthetic coumarins with
different substitutions at the C-3 position (Figure 1) as possible inhibitors of the NorA
and MepA efflux pumps of S. aureus. Given the results obtained, we conclude that these
coumarins act as EPIs in strains of S. aureus and coumarin with a benzoyl radical is the
most promising derivative.

0/
X0
7 Z
C1 (6]
o
O (6} 0] O NH,
7 FZ
C3 0

Figure 1. Chemical structures of coumarins. Cl: 3-benzoyl-8-methoxy-6-(prop-2-en-1-yl)-2H-
chromen-2-one; C2: 8-methoxy-3-(4-nitrobenzoyl)-6-(prop-2-en-1-yl)-2H-chromen-2-one; C3: 3-(4-
aminobenzoyl)-8-methoxy-6-(prop-2-en-1-yl)-2H-chromen-2-one; C4: 8-methoxy-2-ox0-6-(prop-2-
en-1-yl)-2H-chromene-3-carboxylic acid. Substitutions at the C-3 position are highlighted in blue.
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2. Results
2.1. Antibacterial Activity

The evaluation of intrinsic antibacterial activity showed that the coumarins tested
did not have significant effects against strains 1199B and K2068 of S. aureus, as well as
chlorpromazine (CPZ). However, carbonyl cyanide 3-chlorophenylhydrazone (CCCP)
demonstrated a direct effect against the strains (Table 1).

Table 1. Minimum inhibitory concentration (MIC), in pg/mL, of compounds tested against S. aureus
strains.

Compounds SA 1199B SA K2068
C1 >1024 >1024
C2 >1024 >1024
C3 >1024 >1024
C4 >1024 >1024
cccre 64 64
crz >1024 >1024

2.2. Association with Antibiotics and Ethidium Bromide

Against S. aureus 1199B, the association of coumarins in subinhibitory concentrations
with EtBr resulted in synergism, with reductions of 50% (C3 and C4) and 75% (C1 and
C2) in the compound’s MIC. In association with norfloxacin, coumarins also enhanced the
effect of the antibiotic, reducing its MIC by 50% (C3), 75% (C2 and C4), and 87.5% (C1). In
both associations, the effect of coumarins was comparable to the positive control, including
CCCP, which was the most effective standard inhibitor (Figure 2).

8. aureus 1199B S. aureus 1199B

ko

MIC (ng/mL)

&
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Figure 2. Potentiation of the effect of ethidium bromide (A) and norfloxacin (B) by 3-substituted
coumarins against S. aureus 1199B. ****: statistical significance—p < 0.0001.

Against S. aureus K2068, coumarins reduced the MIC of EtBr by 50% (C2, C3, and
C4) and 75% (C1). Coumarins also showed MIC reductions of 50% (C3 and C4) and 75%
(C1 and C2) associated with ciprofloxacin. Again, the reductions were equivalent to those
observed in the positive control with CCCP and CPZ (Figure 3).

These results indicate the possibility that the enhancement of antibiotic activity by
coumarins occurred through efflux pump inhibition. Furthermore, we noticed that the most
effective coumarin in all associations was C1, so it was selected for the other in vitro tests.
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Figure 3. Potentiation of the effect of ethidium bromide (A) and ciprofloxacin (B) by 3-substituted
coumarins against S. aureus K2068. ****: statistical significance—p < 0.0001.
2.3. Fluorescence Emission
Fluorescence emission assays reinforced the evidence of efflux inhibition by the tested
coumarins. In strain 1199B, we identified that C1 at a concentration of 10 ug/mL increased
the fluorescence emission of EtBr by 40%, being more effective than CCCP, which was
tested at a concentration five times higher (Figure 4A). C1 increased EtBr fluorescence by
20% at the same concentration in strain K2068; however, it was less effective than CCCP at
50 ug/mL (Figure 4B).
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Figure 4. Increased ethidium bromide fluorescence emission by C1 coumarin in S. aureus strains
1199B (A) and K2068 (B). ****: statistical significance—p < 0.0001.

2.4. Molecular Docking

Molecular docking of coumarins with the NorA efflux pump homology model resulted
in interaction energies that ranged from —99.1264 to —138.965 and MolDock scores from
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—89.4395 to —125.394, such that the affinity with the efflux pump followed the following
order: C2 > C1 > C3 > C4. However, when calculating ligand efficiency, C4 (neutral)
presented the best result, followed by C1 (Table 2).

Table 2. Energies resulting from molecular docking between coumarins and the NorA efflux pump.

Coumarins MolDock Score Interaction HBond LE1
C1 -117.214 —129.417 —5.43272 —4.88392
C2 —125.394 —138.965 —10.5218 —4.64422
3 —116.749 —126.418 —7.49231 —4.66997
(—108.295) (—117.185) (—0.38884) (—4.33179)
ca —99.4964 —109.64 —14.7348 —5.23665
(—89.4395) (—99.1264) (—5.6347) (—4.70734)

HBond: hydrogen bond energy; LE1: efficiency of ligand 1 (MolDock score divided by the number of heavy
atoms). Values in parentheses correspond to ionized species.

Figure 5 shows the location, in 3D, of the best pose of each coumarin in the efflux
pump model. From this, it is clear that the different substitutions in the C-3 position
influence the binding to the target, which results in differences in docking calculations. The
common structures occupied similar positions, while C-3 substitutions followed different
orientations. For example, we have C1 and C2, the compounds with the best interaction
energies: while the benzoyl radical of C1 (in blue) is on the left, the 4-nitrobenzoyl of C2 (in
pink) is facing the right.

Figure 5. 3D representation of the location of the best poses of coumarins in the NorA efflux
pump binding site: (A) superior view; (B) side view. Cl—blue; C2—pink; C3 (neutral)—green;
C3 (ionized)—red; C4 (neutral)—beige; C4 (ionized)—white.

In the in vitro results shown in Figure 3, coumarin C1 showed the best effects, followed
by C2, but in the docking results, the order was the opposite. Analyzing the interactions
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of C1, we have the following information: (i) van der Waals interactions (around 5 A);
(ii) hydrogen bonds with GIn51 (2.23 and 2.49 A, respectively); (iii) carbon-hydrogen bonds
with Ser333 (3.19 A with the coumarin nucleus and 2.79 A with the benzoyl radical); (iv) 7t-
sulfur with Met109 (4.33 A); (v) -t T-shaped with Phel6 (5.31 and 5.25 A, respectively);
and (vi) 7-alkyl with Phe140 (4.74 A), Tle136 (5.30 A), and Met132 (5.37 A) (Figure 6A). All
of these interactions are considered favorable.
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Figure 6. Maps of interactions, in 2D, between coumarins and the NorA efflux pump: (A) coumarin
C1; (B) coumarin C2.

Coumarin C2 has favorable interactions similar to those described for the previous
derivative, with the following results being obtained: (i) van der Waals interactions (around
5 A); (ii) hydrogen bonds with Asn340 (2.35 A with the methoxy group and 2.32 A with the
coumarin nucleus) and Arg98 (2.20 A); (iii) carbon-hydrogen bonds with Ala48 (3.19 A),
Ser337 (2.47 A) and Tle19 (2.60 A); (iv) 7-nt stacked with Phe47 (4.32 A); (v) 77t T-shaped
with Phel6 (5.46 A); (vi) amide-7t stacked with Thr336 (5.05 and 4.69 A, respectively); (vii) 7-
alkyl with Phe140 (5.09 A) and Ala48 (5.36 A). However, we identified two unfavorable
interactions classified as steric bumps with Tle19 (2.22 A with the hydrogen atom and 3.10 A
with the carbon atom) (Figure 6B). These unfavorable interactions represent the primary
evidence that justifies the fact that C1 had better effects in vitro than C2.

We also verified the affinity of coumarins with the MepA model, with interaction ener-
gies from —92.5696 to —121.81 and MolDock scores ranging from —83.2516 to —111.936. C1
and C4 demonstrated the highest and lowest affinity, respectively, while C2 and C3 showed
similar values. Regarding ligand efficiency, C4 (ionized) and C1 were the derivatives with
the best results (Table 3). As described in the NorA efflux pump, despite being close, the
coumarin derivatives occupied different locations in the MepA efflux pump binding site
because of their structural differences (Figure 7).

Coumarin C1, which had the best in silico and in vitro results, showed similar in-
teractions to those exposed to the NorA efflux pump. Existing interactions are classified
as (i) van der Waals interactions (about 5 A); (ii) hydrogen bond with Tyr276 (2.25 A);
(iii) carbon-hydrogen bond with Gly258 (2.62 A); (iv) mesulfur with Met254 (5.42 A with
the coumarin nucleus and 4.91 A with the benzoyl); (v) 77t stacked with Phe280 (with the
coumarin nucleus, 4.33 and 4.01, respectively); (vi) 7--t T-shaped with Phe280 (5.87 A, with
the benzoyl radical); and (vii) m-alkyl with Tyr276 (4.70 A), Phe280 (3.94 A), and 11399
(5.42 A) (Figure 8).
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Table 3. Energies resulting from molecular docking between coumarins and the MepA efflux pump.

Coumarins MolDock Score Interaction HBond LE1
C1 -111.936 —-121.81 -5 —4.66402
Cc2 —107.692 —119.787 —7.4925 —3.98861
3 —109.268 —118.995 -25 —4.37073
(—108.887) (—119.946) (—4.59915) (—4.35547)
ca —83.2516 —92.5696 —8.88168 —4.38167
(—98.6581) (—107.365) (=7.5) (—5.19253)

HBond: hydrogen bond energy; LE1: efficiency of ligand 1 (MolDock score divided by the number of heavy
atoms). Values in parentheses correspond to ionized species.

Figure 7. 3D representation of the location of the best poses of coumarins in the MepA efflux
pump binding site: (A) superior view; (B) side view. Cl—blue; C2—pink; C3 (neutral)—green;
C3 (ionized)—red; C4 (neutral)—beige; C4 (ionized)—white.

The results of molecular docking with the NorA and MepA models, in addition to
demonstrating the differences between the four coumarins, which have the C-3 substitu-
tions as a differential, illustrated how the same compound interacts with different proteins.
With the NorA efflux pump, the propenyl group (C6 substitution) of C1 showed interaction
with the amino acid, and the methoxy (C8 substitution) did not (Figure 6A). In contrast, the
opposite occurred with the MepA efflux pump, with the methoxy radical interacting with
different residues of the protein (Figure 8).
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Figure 8. Map of interactions in 2D between coumarin C1 and the MepA efflux pump.

From molecular docking with ligands and receptor (NorA efflux pump), both flexible,
the following binding energies were recorded: —8.6 Kcal/mol for C1, —8.7 Kcal/mol
for C2, —8.5 Kcal /mol for C3 (neutral and ionized), —7.7 Kcal/mol for neutral C4, and
—7.6 Kcal/mol for ionized C4. Although there is a similarity with docking only with
flexible ligands in descending order of affinity, the position of coumarins in the binding site
was different from the first evaluation, as demonstrated in Figure 9. For example, while
C2 was in the most superior position in the first docking analysis, in this second docking,
neutral C3 occupied a similar position.

With coumarin C1, the following interactions occurred: (i) van der Waals interactions
(around 5 A); (ii) hydrogen bond with GIn51 (2.14 A); (iii) 7t T-shaped with Phe16 (4.93 A);
(iv) alkyl with Arg310 (3.99 A), [le136 (4.96 A with the propenyl radical), and Met109
(5.00 A); (v) -alkyl with Tle136 (5.37 A with the coumarin nucleus), Tle19 (4.88 A) and Ala48
(494 A) (Figure 10A). Coumarin C2 has established the following interactions: (i) van der
Waals interactions (around 5 A); (ii) hydrogen bonds with GIn51 (2.84 A with the coumarin
nucleus and 1.85 A with the benzoyl radical) and Asn332 (2.83 A) ; (iii) 77t T-shaped with
Phel6 (5.07 A); (iv) mt-alkyl with Phel40 (4.17 A) and Met109 (5.12 A) (Figure 10B).

The binding energies recorded in the second molecular docking with the MepA model
(ligands and receptor, both flexible) demonstrated a similar order of affinity to the docking
with the non-flexible receptor, with the following values being recorded: —8.5 Kcal/mol
for C1 and C2, —8.2 Kcal/mol for C3 (neutral and ionized), —6.7 Kcal/mol for neutral C4
and —6.5 Kcal/mol for ionized C4. In this case, coumarins C1 and C2 presented the same
binding energies, unlike the previous analysis. The position of the coumarins in the binding
site also showed differences, with the compounds occupying more similar positions in the
efflux pump cavity (Figure 11).

Coumarin C1 performed the following interactions with the MepA model: (i) van der
Waals interactions (around 5 A); (ii) hydrogen bond with Tyr35 (2.88 A); (iii) 7t-7r stacked
with Phe62 (3.97 A); (iv) 7e-n T-shaped with Tyr35 (5.13 A); (v) alkyl with Arg281 (4.02 A),
Tle37 (4.79 A) and Val33 (4.91 A); and (vi) m-alkyl with Tle55 (5.33 A) (Figure 12A). With
coumarin C2, the following was recorded: (i) van der Waals interactions (around 5 A);
(ii) hydrogen bonds with Tyr138 (3.00 A and 2.90 A) and Thr201 (3.00 A); (iii) 7-donor
hydrogen bond with Tyr35 (3.92 A); and (iv) alkyl with Arg281 (4.33 A), Tle37 (4.67 A), and
Val33 (4.30 A with the propenyl radical and 5.06 A with the methoxy radical) (Figure 12B).

43



44

9 0f19

Antibiotics 2023,12,1739

Figure 9. 3D representation of the location of the best poses of coumarins in the NorA efflux
pump binding site: (A) Superior view; (B) Side view. Cl—blue; C2—pink; C3 (neutral}—green;
C3 (ionized)—red; C4 (neutral)—beige; C4 (ionized)—white.
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Figure 10. Maps of interactions, in 2D, between coumarins and the NorA efflux pump: (A) coumarin

C1; (B) coumarin C2.
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Figure 11. 3D representation of the location of the best poses of coumarins in the MepA efflux
pump binding site: (A) superior view; (B) side view. Cl—blue; C2—pink; C3 (neutral)—green;
C3 (ionized)—red; C4 (neutral)—beige; C4 (ionized)—white.
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Figure 12. Maps of interactions in 2D between coumarins and the MepA efflux pump: (A) coumarin
C1; (B) coumarin C2.
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After carrying out a second analysis via molecular docking, applying flexibility to the
ligands and receptors, we noticed similarities among the compounds that demonstrated the
best results in terms of energy/interaction but differences in other aspects, as demonstrated
in the figures (2D and 3D): the position of the coumarins in their respective binding
sites, the residues with which the coumarins established interactions, and different types
of interactions with the same residue in the comparison between the first and second
molecular docking. These similarities and differences apply to both the NorA and MepA
models, and even with the differences, these results still corroborate what was obtained in
in vitro assays.

2.5. Effects on Membrane Permeability

Coumarin C1, tested at concentrations of 25 to 200 ug/mL, did not increase the
fluorescence emission of SYTOX Green in S. aureus 1199B and K2068 compared to the
negative control, indicating that it did not alter membrane permeability in both strains.
Conversely, polymyxin B at 50 ug/mL altered the fluorescence intensity significantly
(Figure 13). These results eliminate the hypothesis that coumarins enhanced antibiotic
activity by increasing drug influx.
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Figure 13. Evaluation of the effect of C1 coumarin on the fluorescence intensity of SYTOX Green in
S. aureus 1199B (A) and K2068 (B) strains. ****: statistical significance—p < 0.0001; ns: not significant.

3. Discussion

Coumarin derivatives with different substitutions, such as methoxy, tolyl, benzyl, and
chlorine, in strategic positions (C-3, C-6, and C-7), presented MICs significantly lower than
those obtained in our study, especially against Gram-positive bacteria, such as S. aureus,
against which an MIC of just 2 ug/mL was recorded [22]. The study by Tiwari et al. [23],
who evaluated the antibacterial activity of synthetic coumarins with a hydroxyl at C-4 and
different C-3 substitutions, also reported the potential of these substances, which inhibited
S. aureus at concentrations of 50 to 78 g /mL.

There are coumarins with relevant antibacterial effects, and examples of this are the
antibiotics novobiocin, chlorobiocin, and coumermycin A1, which are naturally synthesized
by Streptomyces spp. and have action, for example, against resistant S. aureus [24]. Like
fluoroquinolones, these substances prevent the synthesis of nucleic acids by inhibiting the
enzyme DNA gyrase [25]. Furthermore, coumarins inhibit protein synthesis and bacterial
metabolism [26].

As mentioned, specific substitution patterns increase the activity of coumarins against
bacteria; however, this parameter is not absolute, as the added radicals also impact the
activity, and the magnitude of the effect varies according to the target species [27]. As in
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our study, research by Sovari et al. [28] and Ge et al. [29] found that 3- and 7-substituted
coumarins did not inhibit the growth of Gram-negative and Gram-positive bacteria, includ-
ing S. aureus. For this research, the absence of intrinsic effects was positive, as EPIs should
not have antibacterial activity to avoid selecting resistant strains [30].

Despite not having direct action against bacteria, certain coumarins enhance the
effect of antibiotics against MDR strains. Coumarin derivatives evaluated by Martin
et al. [31], with MICs > 1024 pg/mL, increased fluoroquinolone and aminoglycoside
activity against S. aureus and Escherichia coli. Coumarins with the same C-3 substitutions as
the compounds evaluated in the present study showed synergism with antibiotics. Against
S. aureus, coumarins with benzoyl and 4-nitrobenzoyl radicals caused the most significant
potentiation of norfloxacin, corroborating our results [32].

Against strains of S. aureus carrying the NorA, TetK, and MsrA efflux pumps, coumarins
isolated from Rutaceae species increased the activity of the antibiotics norfloxacin, tetra-
cycline, and erythromycin, respectively, and imperatorin, the most effective compound,
reduced the MIC of EtBr against strain 1199B (NorA) [33]. In the study by Martin et al. [34],
4-, 7- and 8-substituted coumarins reduced the MICs of ciprofloxacin and EtBr against S.
aureus K2068, a carrier of the MepA efflux pump. The effect of coumarins was equal to or
greater than the chlorpromazine control in both studies.

As described in the results (Section 2.2) and the research mentioned above, the joint
potentiation of antibiotics and EtBr is considered evidence of the inhibition of efflux pumps.
However, more than this, synergism is needed to state that coumarins acted as EPIs, making
it necessary to use other methods. The fluorescence emission or accumulation test used
in the present research is one of the primary methods for investigating EPIs. The increase
in fluorescence occurs because of the more significant intracellular accumulation of EtBr
caused by the inhibition of efflux [35].

Coumarins from Mesua ferrea, evaluated by Roy et al. [36], in addition to enhancing
the activity of norfloxacin and EtBr against S. aureus 1199B, increased the accumulation of
EtBr, but with lower efficacy than the verapamil control. Galbanic acid showed synergism
in association with ciprofloxacin and EtBr in resistant isolates of S. aureus and increased the
intensity of EtBr fluorescence more significantly than the same EPI [37]. These results rein-
force the potential of coumarins as EPIs and the effects arising from structural differences
and target microorganisms.

Molecular docking analyses showed that the most abundant interactions between
coumarins and efflux pump models were hydrogen bonds (conventional or carbon-hydrogen
bonds), hydrophobic and van der Waals interactions, and 7-sulfur interactions to a lesser
extent. Despite the scarcity of in silico studies between coumarins and efflux pumps, it is
possible to see similarities in the interactions established by these compounds.

With the NorA efflux pump, osthol potentiated the antibiotic activity against S. aureus
1199B and had in silico affinity with the protein, highlighting the hydrophobic interac-
tions and hydrogen bonds, for example, with Arg98, as occurred with coumarin C2 [38].
Furanochromones are compounds structurally similar to coumarins, and the study by
Rodrigues et al. [39] showed that khellin, like C1, interacts with the NorA model through
hydrophobic interactions with Phel6 and Ile136. The amino acids Arg310, Asn340, GIn51,
Met109, Ser333, and Ser337 also appear in both studies but are involved in different types
of interactions.

Martin et al. [34] obtained interaction energies ranging from —92.3 to —124.6 Kcal/mol in
the analysis of coumarin derivatives with the MepA model. 7-(alpha-D-Galactopyranosyloxy)-
4-methyl-2H-1-benzopyran-2-one interacted with the efflux pump from conventional hy-
drogen bonds with Thr201, Ser175, and Asn205; hydrophobic 7-alkyl interaction with Ile55
and Ile40; and van der Waals interaction with several amino acids. As in our results with
the NorA model, this coumarin, which presented the best result in silico, was not the most
effective in vitro.

The types of interactions mentioned are relevant because they occur from structurally
similar compounds and because conventional EPIs establish them. Verapamil, reserpine,
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piperine, CCCP, and CPZ interact with the NorA model, mainly through hydrophobic
interactions (e.g., 7-alkyl and 7-7t stacked), including with the same amino acids as C1 and
C2, such as Phel6, Phel40, and Ile136. m-sulfur interaction (CPZ), carbon-hydrogen bonds
(including with serine), and van der Waals interactions were also identified. Other amino
acids, such as Ala48, Arg310, and Asn340, for example, are targets of EPIs and coumarins,
but with different interactions [39,40].

The potential of coumarins as efflux inhibitors based on docking analyses with com-
pounds known as EPIs is also related to the MepA efflux pump, considering that CCCP and
CPZ establish conventional hydrogen bonds, carbon-hydrogen bonds, hydrophobic and
van der interactions Waals with this model. Both EPIs establish 7t-sulfur interaction with
the MepA model in the amino acid methionine, as identified with coumarin C1 [34,41].

According to the study by Chen, Li, and Li [42], the favorable interactions identified
in molecular docking with coumarins make the binding of the molecules to the protein
effective and increase the stability of the ligand-target complex. Despite the differences
obtained between docking with the flexible and non-flexible receptors, the favorable inter-
actions identified were similar, corroborating the potential of coumarins in inhibiting efflux
pumps. Conversely, the steric bumps identified between C2 and the NorA model generate
repulsion and instability in interactions, impairing the effect of the compounds [43]. This
information corroborates our hypothesis about the slight difference between in vitro and in
silico results.

In addition to the evidence that supports the hypothesis that the coumarins evaluated
act as EPIs, we also demonstrated that C1 cannot alter the permeability of the cell membrane
in strains 1199B and K2068, which reinforces the specificity of the mechanisms of these
coumarins. This was confirmed by no change in the fluorescence intensity of SYTOX Green,
which is an impermeable dye in living cells [44]. The opposite result was demonstrated
by polymyxin B, an antibiotic known for its affinity to membrane components, such as
phospholipids [45].

Zhong et al. [46] synthesized amphiphilic coumarins with hydrophobic and cationic
chains linked to C-6 and C-7, respectively, and demonstrated that these compounds are
active against standard and resistant strains of S. aureus, which occurs through effects
on the cell membrane evidenced by the increase in SYTOX Green fluorescence. Similar
results were obtained with coumarin aminophosphonates, using propidium iodide as the
fluorescent compound [47]. The findings of these studies differ from our results due to the
types of chemical groups added to the coumarin structure, which have properties related
to the cell membrane [48,49].

4. Materials and Methods
4.1. Obtaining and Preparing Substances

The coumarins used were obtained through semi-synthesis from eugenol and sup-
plied by the Pharmaceutical Chemistry Research Laboratory of the Federal University of
Alfenas, located in Minas Gerais (Brazil). Details about the synthesis and characterization
of the compounds are described in the study by Govéa et al. [50]. The coumarins evalu-
ated were 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) (Figure 1).

Antibiotics (norfloxacin and ciprofloxacin), ethidium bromide (EtBr), and efflux in-
hibitors: chlorpromazine (CPZ) and carbonyl cyanide 3-chlorophenylhydrazone (CCCP)
were obtained from Sigma-Aldrich Co. (St. Louis, MO, USA). We diluted all compounds
so that their solutions reached a concentration of 1024 pg/mL in the following ways: EtBr
and CPZ diluted only in sterile distilled water, CCCP diluted in a solution (1:1) of sterile
distilled water and methanol, and the others diluted in dimethyl sulfoxide (10%) and sterile
distilled water [51,52].
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4.2. Bacterial Strains and Inoculum Preparation

Staphylococcus aureus strains 1199B (overexpresses the NorA efflux pump) and K2068
(overexpresses MepA), provided by Prof. S. Gibbons (University of London, London, UK)
and kept in stock at —20 °C in the Microbiology and Molecular Biology Laboratory of the
Regional University of Cariri, were subcultured in Mueller Hinton Agar and incubated at
37 °C for 24 h before testing. The preparation of the inocula for use in antibacterial activity
tests and association with antibiotics and EtBr occurred using McFarland’s 0.5 scale as a
reference, following CLSI standards [53]. We prepared the inocula with phosphate-buffered
saline (PBS) for the other assays.

4.3. Assessment of Antibacterial Activity

The evaluation of the antibacterial activity of coumarins and efflux inhibitors (CPZ
and CCCP) occurred through broth microdilution (in Brain Heart Infusion Broth—BHI),
determining the Minimum Inhibitory Concentration (MIC) of the compounds against
S. aureus 1199B and K2068, according to Javadpour et al. [54]. The solutions prepared with
900 puL of BHI and 100 pL of inoculum were distributed in 96-well microplates (100 uL
per well) and then microdiluted with the mentioned compounds (100 uL). Compound
concentrations in the 96-well plates ranged from 512 to 8 ug/mL. We performed the assays
in triplicate, and after 24 h of incubation (37 °C), the results were read using the colorimetric
variation of sodium resazurin [55].

4.4. Association with Antibiotics and Ethidium Bromide

Coumarins, in subinhibitory concentration (MIC/8), were associated with antibiotics
and EtBr against strains 1199B and K2068 of S. aureus following the methodology of
Coutinho et al. [56]. EtBr (nonspecific substrate) was used against both strains to verify
the activity of efflux pumps, while antibiotics (specific substrates) were used as follows:
norfloxacin against S. aureus 1199B (NorA) and ciprofloxacin against S. aureus K2068
(MepA). The inhibitors CPZ and CCCP, also in subinhibitory concentrations, were used as
a positive control. The tests took place in triplicate, and the reading followed the process
described in the previous section.

4.5. Fluorescence Emission Test

According to the methodology of Da Silva et al. [57], we evaluated the effect of
coumarin C1 on the fluorescence emission of EtBr by preparing the following solutions (in
triplicate): (i) growth control: inoculum + PBS, (ii) negative control: inoculum + PBS + EtBr
(100 pug/mL), (iii) positive control: inoculum + PBS + CCCP (50 ug/mL) + EtBr (100 ug/mL),
(iv) C1 test: inoculum + PBS + C1 (10 pg/mL) + EtBr (100 ug/mL). After incubation for
1h30min, the solutions were centrifuged (10,000 rpm for 2 min), with the supernatant
subsequently discarded. We then washed the material with PBS, centrifuging it again and
discarding the supernatant. Finally, PBS was added to the pellets, and the solutions were
distributed in microplates. We read the results from the BioTek® Cytation 1 reader (Gen5™
3.11 software), with wavelengths of 530 nm of excitation and 590 nm of emission.

4.6. Molecular Docking

Following the methods of Oliveira et al. [58] and Freitas et al. [59], the sequences
of the NorA efflux pump from S. aureus 1199 (code Q03325) and MepA from S. aureus
NCTC 8325 (code Q2G140), obtained from the UniProt database, were selected to build
the three-dimensional models (3D) of proteins by homology, using the SWISS-MODEL
server [60]. From the 50 templates available for each efflux pump, we chose the best model
for each: PDB identifiers 7108 and 3wbn, respectively.

The ligand structures were prepared in the MarvinSketch® software (Chemaxon®),
version 23.11, and saved in 3D in the SDF format (Standard Database Format). Using the
same software, we identified that two coumarins have ionized species: C3 (with NH3*
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replacing the amino radical) and C4 (with O~ replacing the hydroxyl of the carboxyl
radical), and these ionized forms were also evaluated.

The search for interactions between coumarins and efflux pump models by molecular
docking took place in Molegro Virtual Docker, version 2019.7.0.0 [61]. The MolDock Score
(score function) and the MolDock Optimizer (search algorithm) were used, keeping the
other parameters as defaults, as described by De Lima Silva et al. [62]. We selected the
central cavity of the efflux pump as the binding site. A radius of 15 A was defined for
the grid, using the center of the binding site as a reference (NorA coordinates: x: 140.37,
y: 137.26, z: 150.16; MepA coordinates: x: 327.55, y: —10.16, z: 30.37). The best pose of each
compound was selected based on the best values of interaction energy and MolDock Score.

In addition to carrying out molecular docking with flexible ligands, we also conducted
evaluations with both flexible ligands and receptors, as carried out by De Aratjo et al. [63].
To do this, we used the same coordinates mentioned in the previous paragraph and a grid
box with dimensions of 30 A x 30 A x 30 A. The analysis took place using AutoDock
Vina tools (version 1.2.4), and we chose the poses corresponding to the best binding
energies. The two-dimensional (2D) visualization of interactions took place in the BIOVIA
Discovery Studio visualizer (Dassault Systémes®), version 21.1.0. 20298, and in 3D in UCSF
Chimera [64], version 1.17.3.

4.7. Effects on Membrane Permeability

The dye SYTOX Green (a DNA intercalator) was used for this test, as performed
by Yuen et al. [65]. Initially, the inocula of S. aureus 1199B and K2068 were distributed
in the 96-well black plate, and then, we added C1 coumarin until final concentrations
of 200 pg/mL, 100 pg/mL, 50 ug/mL, and 25 pug/mL were obtained. Polymyxin B, at
a concentration of 50 ug/mL, was used as a positive control, and the negative control
contained only PBS. The plates were incubated for 1 h, and then, we added 100 uL of
SYTOX Green at a final concentration of 1 uM. After another incubation for 1 h, a reading
was performed with the same microplate reader and software mentioned above but with
485 nm excitation and 528 nm emission. We also performed the tests in triplicate.

4.8. Statistical Analysis

Statistical analysis was conducted using GraphPad Prism (version 8.0.1). The means
of triplicates underwent analysis of variance (one-way ANOVA) and Bonferroni’s post-hoc
test. Differences between the groups were significant when p < 0.05.

5. Conclusions

Given the potentiation of the activity of fluoroquinolones and EtBr, the increase in
intracellular accumulation and fluorescence emission of EtBr, and the favorable interactions
established in silico, it is concluded that the 3-substituted coumarins evaluated in the
present research act as EPIs against NorA and MepA transporters of S. aureus. Among the
compounds analyzed, coumarin C1 is the most promising, highlighting the impact of the
benzoyl radical in the C-3 position on its effectiveness.

The absence of direct antibacterial effects against S. aureus 1199B and K2068, in addi-
tion to the lack of change in the permeability of the cell membrane, highlights the specificity
of the mechanisms of these coumarins and their relevance as possible allies of antibiotic
therapy in combating MDR strains through inhibition of efflux. Despite the positive results
presented in this study, analyses are necessary to elucidate the potential and limitations
of these coumarins. The results of this study imply more knowledge about the potential
of coumarins, especially synthetic ones, against bacteria and antibiotic resistance, pro-
viding new information about structures/radicals/positions that can generate greater
effectiveness in this type of biological activity so that this can be implemented in studies
aimed at developing drugs capable of combating multiresistant bacterial strains carrying
efflux pumps.
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Resumo

A resisténcia aos medicamentos € uma questdao fundamental no tratamento de
infeccdes bacterianas, de modo que € necessario descobrir farmacos alternativos para
controlar bactérias resistentes a antibiéticos, como Staphylococcus aureus produtor
de B-lactamase. Diante disso, as cumarinas com modificacbes C-3 tém diferentes
efeitos inibitorios sobre as bactérias, inclusive as multirresistentes. Aqui, avaliou-se o
potencial in vitro e in silico de cumarinas 3-substituidas na inibicdo de B-lactamase de
S. aureus. Este estudo envolveu ensaios de atividade antibacteriana e associagao
com ampicilina para controle de cepas produtoras de B-lactamase, docagem
molecular com a 3-lactamase codificada por blaZ e a analise de absorcéao, distribuicao,
metabolismo, excrecdo e toxicidade (ADMET) das cumarinas 3-substituidas. Os
derivados n&o inibiram o crescimento bacteriano. Contudo, potencializaram a
atividade da ampicilina, reduzindo a concentragdo inibitéoria em até 93,75%. A
docagem revelou a afinidade dos compostos com o modelo de B-lactamase e mostrou

que as cumarinas interagem com aminoacidos cruciais para a atividade enzimatica,
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como o residuo Ser70. Os perfis ADMET apresentaram predi¢cdes positivas, mas
também limitagdes dos derivados, como na distribuicdo e maior numero de alertas de
toxicidade para as cumarinas C2 e C3. Portanto, nosso estudo evidencia a capacidade
de cumarinas 3-substituidas em inibir B-lactamase de S. aureus e a contribuicdo dos
substituintes C-3 para a modulacio da resisténcia e perfil ADMET.

Palavras-chave: Derivados Cumarinicos. Resisténcia p-Lactdmica. Docagem

Molecular. Sinergismo Farmacoldgico. Staphylococcus aureus.

Introdugao

A resisténcia aos antibidticos esta entre as maiores ameacgas a saude mundial
no século XXI. Além de decorrer de processos naturais das bactérias, a
automedicacao, a prescricdo inadequada de medicamentos e 0 uso excessivo na
agricultura e na produgdo animal aumentam a pressao para a resisténcia [1, 2].
Mecanismos como a redugcdo da permeabilidade celular, bombas de efluxo,
modificagdes do alvo e inativagao enzimatica sdo responsaveis pela perda da eficacia
dos antibioticos e dificultam o tratamento de doengas infecciosas [3].

A hidrélise mediada por B-lactamase € um mecanismo de resisténcia que
contribui para o fracasso dos antibidticos (-lactdmicos no controle de cepas de
Staphylococcus aureus, um patdogeno oportunista considerado um dos agentes
infecciosos mais criticos [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 niveis de detecgao em isolados clinicos ao redor do mundo
[6].

De acordo com Alfei e Zuccari [7], a associagao de B-lactamicos a inibidores de
B-lactamases representa a principal estratégia para restaurar a atividade desses
antibidticos contra linhagens resistentes. Os primeiros inibidores utilizados foram
acido clavulanico, 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 clinico, a
existéncia de cepas resistentes a antigos ou novos inibidores sinaliza a importancia
do desenvolvimento de compostos alternativos com atividade inibitéria sobre (-

lactamases [10].
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Cumarinas sintéticas possuem significativo potencial bioativo devido a
presenca do esqueleto cumarinico e a possibilidade de adicionar novos grupos
quimicos a sua estrutura [11]. Derivados com grupos ligados a posicdo C-3
apresentaram propriedades antitumorais [12], anti-Alzheimer [13], antifungicas [14],
antiparasitarias [15] e antivirais [16]. Ademais, foram reportados varios efeitos no
controle de bactérias, como inibicao do crescimento [17], interferéncia na produgéo de
fator de viruléncia [18], inibicdo da formacao de biofilme [19] e inibicdo de atividade
enzimatica [20].

Em trabalho anterior, apresentamos os efeitos de cumarinas 3-substituidas na
modulagao da resisténcia de S. aureus através da inibicao de bombas de efluxo [21].
Diante dos resultados positivos demonstrados contra esse patogeno e a resisténcia a
antibioticos, a presente pesquisa foi conduzida para avaliar o potencial in vitro e in

silico de cumarinas 3-substituidas na inibicdo de (B-lactamase de S. aureus.

Materiais e Métodos

Preparagao de substancias 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:
acido 8-metoxi-2-0xo0-6-(prop-2-en-1-il)-2H-cromen-3-carboxilico (Figura 1). Esses
compostos foram fornecidos pelo Laboratério de Pesquisa em Quimica Farmacéutica
(Universidade Federal de Alfenas, Brasil) [22]. A preparagdo das solugbes das
cumarinas e dos antibioticos ampicilina e ampicilina + sulbactam (Sigma-Aldrich Co.,
USA) para os ensaios in vitro seguiu 0 método empregado por Da Silva et al. [23],
obtendo-se solugbes com concentragcdo de 1.024 ug/mL em agua destilada e

dimetilsulfoxido.
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Figura 1 — Estruturas quimicas das cumarinas 3-substituidas (substituicdes C-3 em vermelho).
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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 colbnias (24 horas de
crescimento em Mueller Hinton Agar a 37 °C) em solugdo NaCl 0,9% para obter
in6culos com turbidez equivalente a escala 0,5 de McFarland, como recomendado
pela CLSI [25].

Avaliagédo da Atividade Antibacteriana

A microdiluicdo em Brain Heart Infusion Broth (BHI) foi empregada para
determinar a Concentragao Inibitéria Minima (CIM) das cumarinas nos ensaios com
as linhagens de S. aureus [26]. A microdiluigdo (1:1) com 100 uL das solugbes das
cumarinas em microplacas de 96 pogos preenchidas pela solugdo contendo BHI (a
10%) e in6culo bacteriano resultou na variagdo da concentragdo dos compostos
testados de 512 a 8 uyg/mL. Foram realizadas triplicatas. Apds a incubagéao (24 horas,
37 °C), foi adicionada resazurina sddica (0,4 mg/mL) aos pogos para determinar

desenvolvimento bacteriano [27].
Associagao das Cumarinas com Ampicilina

Para avaliar o efeito das cumarinas sobre linhagens resistentes a B-lactamicos,

foram organizados os seguintes grupos (em ftriplicata): i) Grupo-Teste: cumarinas em
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concentracéo subinibitéria (CIM/8) + meio de cultura (BHI 10%) + indculo; ii) Controle
negativo e Controle de inibicdo: meio de cultura + inéculo. Com os pogos das
microplacas preenchidos com 100 pL das solugdes descritas, foi realizada a
microdiluicdo (1:1) com 100 pyL de ampicilina (grupo-teste e controle negativo) e
ampicilina + sulbactam (controle de inibi¢do). Este ensaio seguiu o método empregado
por Coutinho et al. [28]. Apds a incubagao (24 horas, 37 °C), a leitura dos resultados

ocorreu como descrito acima.

Docagem Molecular

Para realizar um docking sitio-especifico, foi utilizado o modelo da 3-lactamase
PC1 de S. aureus disponivel no Protein Data Bank (PDB) sob o identificador 1BLC e
as coordenadas do sitio ativo (x: 4,08, y: -8,31, z: -12,31), como descrito por Safdari
et al. [29]. As moléculas de agua, ligantes e cofatores foram excluidas do modelo da
proteina. 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 forca MMFF94. As formas ionizadas de C3 (NH3s* substituindo
NH2) e C4 (O substituindo OH) também foram construidas.

O Molegro Virtual Docker (versdao 2019.7.0.0) foi o software utilizado para a
realizacdo da docagem molecular com ligantes flexiveis [30]. A grade (raio: 15 A) foi
posicionada de acordo com as coordenadas citadas e utilizou-se o MolDock Score
[GRID] e o MolDock Optimizer como funcdo de pontuagdo e algoritmo de busca,
respectivamente. Os demais parametros, incluindo a preparacdo de proteinas e
ligantes (p. ex., adigdo de hidrogénios e cargas), foram mantidos como padrdes.

A docagem com ligantes e receptor flexiveis ocorreu no AutoDock (versao
4.2.6) [31], com grid box de 30 A x 30 A x 30 A posicionada no centro do sitio de
ligagdo e utilizando algoritmo genético Lamarckiano (corridas: 100, tamanho da
populagdo: 150, numero de avaliagbes: 2.500.000). Para a preparagdo dos
componentes no AutoDockTools 1.5.7, foram adicionados atomos de hidrogénio
(misturando os apolares) e cargas parciais de Gasteiger, além de definir as estruturas
dos ligantes e residuos do receptor (até 10,0 A do sitio ativo) como flexiveis. Em
ambas as analises, o limite da raiz quadrada do desvio quadratico médio (RMSD) foi
de 2,0 A e foram escolhidas as conformacdes dos ligantes com as melhores energias

de interacgao.
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Analise ADMET

O calculo das propriedades fisico-quimicas das cumarinas foi realizado pelo
software MarvinSketch® 23.14, pelo método ChemAxon. Os servidores virtuais
pkCSM [32], Pred-hERG 5.0 [33] e ProTox-ll [34] foram utilizados nas predicbes de
absorc¢ao, distribuicdo, metabolismo, excregao e toxicidade (ADMET) dos compostos,
enquanto o SwissADME foi o servidor empregado na identificagdo dos parametros de

drug-likeness (semelhanga com drogas) e quimica medicinal [35].

Analise Estatistica

A analise estatistica dos resultados dos testes in vitro foi realizada no GraphPad
Prism 8.0.1, utilizando analise de variancia (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 ug/mL contra as linhagens K4100 e K4414 de S. aureus.
Apesar de esses compostos ndo terem controlado o crescimento das cepas testadas,
o efeito da ampicilina foi potencializado pela adigdo das cumarinas. No teste com a
linhagem K4100, a CIM da ampicilina (128 pg/mL) foi reduzida em 50% pelas
cumarinas C2 a C4 e em 87,5% pela cumarina C1, que apresentou a mesma eficacia

do controle de inibicao de ampicilina + sulbactam (Figura 2A).
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Figura 2 — Potencializagdo da atividade da ampicilina por cumarinas 3-substituidas contra S. aureus
K4100 (A) e S. aureus K4414 (B). **** - p < 0.0001 (significAncia estatistica).
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Fonte: O autor (2024).

Para S. aureus K4414, que apresentou maior resisténcia a ampicilina (CIM =
512 ug/mL), todas as associagdes também resultaram em efeito sinérgico, com 87,5%
de redugcao da CIM do antibidtico pelas cumarinas C3 e C4 e de 93,75% pelas
cumarinas C1 e C2, mesma taxa de redugdo do controle de inibicdo (Figura 2B).
Analisados juntos, os resultados com as duas cepas revelam que a cumarina C1 foi a

mais eficiente.

Docagem das cumarinas com a B-lactamase PC1

A docagem com ligantes flexiveis demonstrou que o maior nivel de afinidade
com o modelo da B-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 interacdo de -94,3317 a -130,8900. Em ambos os
parametros, o sulbactam apresentou valores menos expressivos (-80.0620 e -
82.6379, respectivamente), apesar de ser o composto com o melhor resultado na
eficiéncia do ligante (Tabela 1). Ao analisar a localizacdo dos ligantes no sitio de
ligacao, percebe-se que as cumarinas e o sulbactam ocupam uma regiao semelhante

na enzima, com excec¢ao da espécie neutra da cumarina C3 (Figura 3).



62

Tabela 1 — Resultados da docagem com ligantes flexiveis no modelo de B-lactamase PC1

Compostos MolDock Score Interagao HBond LE1
c1 -112,4820 -123,4120 -8,94534 -4,68674
C2 -115,8330 -130,8900 -9,45997 -4,29010
C3 -110,5490 -122,9260 -10,7876 -4,42195
(-108,9050) (-117,8380) (-7,05663) (-4,35621)
C4 -87,1426 -94,3317 -9,97778 -4,58645
(-99,9472) (-109,0330) (-11,3077) (-5,26038)
Sulbactam -80,0620 -82,6379 -17,1179 -5,33746

Legenda: HBond — ligagbes de hidrogénio; LE1 — eficiéncia do ligante (MolDock Score dividido pelo
total de atomos pesados). Os resultados das espécies ionizadas estdo entre parénteses. Os valores
das energias calculadas pelo Molegro Virtual Docker sdo apresentados em unidades arbitrarias. Fonte:
O autor (2024).

Figura 3 — Conformacé&o dos ligantes no sitio ativo da B-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 interacdes detectadas para a cumarina C2, que apresentou a maior
afinidade no modelo de B-lactamase, foram as seguintes: i) interagdes de van der
Waals (limite: 5 A); ii) ligagdes de hidrogénio: ligagdes de hidrogénio convencionais
com Asn132 (1,84 A com o radical metoxi e 3,03 A com o nacleo cumarinico) e Ser235
(2,24 A), e ligagdo de carbono-hidrogénio com Ser130 (2,53 A); iii) interacdes
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hidrofébicas: empilhamento amida-r com Tyr129 (4,57 A), alquil com lle167 (3,63 A)
e Tr-alquil com Tyr105 (4,54 A) (Figura 4A).

Com os melhores resultados in vitro, a cumarina C1 interagiu com o modelo de
PC1 das seguintes formas: i) interagdes de van der Waals (limite: 5 A); ii) ligagdes de
hidrogénio: ligacdes de hidrogénio convencionais com Ser70 (1,93 A), Lys73 (2,84 A)
e Asn170 (2,89 A), e ligagéo de carbono-hidrogénio com Tyr129 (3,07 A); iii) interacéo
eletrostatica: m-cation com Lys73 (4,79 A); iv) interagbes hidrofébicas: alquil com
Pro107 (3,76 A com o radical propenil), Tr-alquil com Pro107 (5,47 A com o nucleo
cumarinico), lle239 (5,41 A) e lle167 (4,99 A) (Figura 4B).

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

com ligantes flexiveis.
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Fonte: O autor (2024).

O sulbactam apresentou apenas duas classes de interacdo com a -lactamase
PC1: i) interagdes de van der Waals (limite: 5 A); ii) ligagdes de hidrogénio: ligacdes
de hidrogénio convencionais com Asn170 (2,29 A), Asn132 (1,96 A), Ser130 (3,00 A
e 2,86 A, respectivamente) e Ser70 (2,65 A), e ligagéo carbono-hidrogénio com lle167
(2,90 A) (Figura 5).
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Figura 5 — Interacdes do sulbactam com o modelo de PC1 na docagem com ligantes flexiveis.
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Fonte: O autor (2024).

A partir da docagem com ligantes e receptor flexiveis, identificou-se que a
cumarina C1 apresentou a maior afinidade com o modelo de B-lactamase, com as
demais cumarinas apresentando niveis de afinidade numericamente semelhantes,
com excecao da espécie ionizada de C4. As energias de ligagao variaram de -7,31 a
-8,92 Kcal/mol e as constantes de inibicao de 2,14 a 4,95 uyM. Nessa analise, o
sulbactam registou a terceira melhor energia de ligagdo e o melhor resultado na
eficiéncia do ligante (Tabela 2). A aplicagao de flexibilidade nos residuos da proteina
resultou em mudancgas na localizagao dos ligantes no sitio de ligacéo, sobretudo em

relacdo as cumarinas C2 a C4 (Figura 6).

Tabela 2 — Resultados da docagem com ligantes e receptor flexiveis

Compostos Energia de ligagdo  Constante de inibicdo Eficiéncia do Ligante

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

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

C3 -7,85 2,77 -0,31
(-7,31) (4,36) (-0,29)

C4 -7,35 4,09 -0,39
(-8,68) (4,95) (-0,46)

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

Legenda: Energia de ligagcdo em Kcal/mol, Constante de inibicdo em uM, LE — eficiéncia do ligante
(energia de ligacao dividida pelo numero de dtomos pesados). Os resultados das espécies ionizadas

estdo entre parénteses. Fonte: O autor (2024).
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Figura 6 — Conformagéo dos ligantes no sitio ativo da p-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 eficacia, comparada aos demais derivados, a cumarina C1
interagiu com o modelo de PC1 com os seguintes parametros: i) interagées de van
der Waals (limite: 5 A); ii) ligagdes de hidrogénio: ligagbes de hidrogénio
convencionais com Ser70 (2,55 A), GIn237 (2,30 A com o nucleo cumarinico e 2,58 A
com o radical benzoil), e ligacdo de hidrogénio do doador 11 com Ser70 (4,84 A); iii)
interagdes hidrofébicas: alquil com Pro107 (3,65 A) e m-alquil com Tyr105 (5,47 A) e
lle167 (5,36 A) (Figura 7A).

As interagbes registradas a partir do sulbactam foram as seguintes: i)
interagcbes de van der Waals (limite: 5 A); ii) ligacdes de hidrogénio: ligacdes de
hidrogénio convencionais com Lys73 (1,84 A), Ser130 (2,39 A), Ser70 (3,91 A e 2,50
A, respectivamente), Asn170 (3,02 A), GIn237 (2,00 A) e Asn132 (1,97 A) (Figura 7B).
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Figura 7 — Interagbes da cumarina C1 (A) e do sulbactam (B) com o modelo de PC1 na docagem com

ligantes e receptor flexiveis
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Fonte: O autor (2024).

Analise ADMET

Das quatro cumarinas testadas, C4 e C2 tém o menor e 0 maior peso molecular,
respectivamente, e C1 e C2 tém a menor e a maior area de superficie polar,
respectivamente. Quanto a solubilidade em agua, a C4 foi a cumarina com o maior
valor, pois quanto maior o log S, maior a solubilidade. Contudo, como todos os log S
sdo negativos, as cumarinas nao possuem alta hidrofilicidade. Além de solubilidade
em agua, pelo calculo 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
especies ionizadas e, relacionado a esse aspecto, somente esses dois derivados
apresentaram constantes de dissociagao (pKa) e a C4 tem o log D alterado pelo pH
(Tabela 3). A Figura 8 mostra as variagdes do log D com o aumento do pH e percebe-
se que, apesar de sofrer interferéncia, a cumarina C3 mantém seu nivel de distribuicao
em pH fisiologico (aproximadamente 7,4), diferentemente da C4. A Figura 9 mostra
que a espécie neutra da cumarina C3 é a mais bem distribuida, enquanto da C4 é a

espécie ionizada.
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Tabela 3 — Propriedades fisico-quimicas das cumarinas testadas

Propriedades Fisico-Quimicas C1 C2 C3 C4
Peso molecular (g/mol) 320,344 365,341 335,359 260,245
Area de superficie polar (A?) 52,60 95,74 78,62 72,83
Solubilidade em agua (log S) -6,13 -6,77 -5,93 -3,98
Lipofilicidade (log P) 3,342 3,295 2,559 1,819
Distribuicdo em pH 7,4 (log D) 3,342 3,295 2,559 -1,488
Constante de dissociagao (pKa) * * 2,696 3,855

*Nao foram encontrados atomos ionizaveis. Fonte: O autor (2024).

Figura 8 — Variagao do log D das cumarinas C3 e C4 conforme alteragbes do pH
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Fonte: O autor (2024).
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Figura 9 — Variagéo na distribuicdo das microespécies (neutra e ionizada) diante da mudancga de pH:
A) cumarina C3; B) cumarina C4.
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Fonte: O autor (2024).

Devido as suas propriedades fisico-quimicas, todas as cumarinas mostram
resultados positivos na avaliagao de drug-likeness (Tabela 4), inclusive de acordo com
a regra de Lipinski, o parametro mais utilizado nesse tipo de avaliagédo, que considera
0s seguintes aspectos para boa biodisponibilidade oral: peso molecular < 500 g/mol,
log P <5, numero de N ou O (aceptores de hidrogénio) < 10 e numero de NH ou OH
(doadores de hidrogénio) < 5.

N&do 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 pontuacao 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 toéxicos. Em todos
0S casos, 0 nucleo cumarinico e o radical propenil foram motivos de alerta, além do
radical NO2 (em C2) e a estrutura formada pelo anel aromatico ligado a NHz, chamada
de anilina (em C3) (Tabela 4).

Tabela 4 — Parametros de drug-likeness e quimica medicinal das cumarinas testadas

Parametros 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

PAINS No No No No

Quimica Medicinal 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 predi¢cdes farmacocinéticas (Tabela 5), percebeu-se que todas as
cumarinas podem ser bem absorvidas pelo corpo humano, com mais de 96% de
absorgao 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 cutdnea com logKp de -2,609 a -2,777 (boa permeabilidade: logKp <
2,5). Relacionado a glicoproteina-P, as cumarinas C1 a C3 sido 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 nao penetram com facilidade a barreira hematoencefalica (BBB) e o sistema
nervoso central (CNS), pois os valores de referéncia para alta penetragdo sdo > 0.3 e
> -2,0, respectivamente. O volume de distribuicao (VDss) é utilizado para identificar o
volume necessario para uma droga ser distribuida uniformemente, e quanto mais alto
ele for, maior é a distribui¢cdo tecidual em comparagéao ao plasma (log VDss: alto >
0,45 / baixo < -0,15). Desse modo, enquanto as cumarinas C1 e C3 tém distribuicdo
mais uniforme entre tecidos e circulacdo, C2 e C4 se concentram na circulagcao

sanguinea. Outra informagéo sobre os compostos s&o os valores da fragao nao ligada
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das cumarinas no plasma, que revelam a tendéncia de ligacdo a proteinas

plasmaticas, o que pode comprometer a sua distribuicao (Tabela 5).

Tabela 5 — Predigao dos parametros farmacocinéticos das cumarinas testadas

Parametros C1 C2 C3 C4
HIA 99,07% 98,20% 97,20% 96,85%
Caco-2 1,363 1,243 1,122 1,211
Absorgao Permeabilidade cutanea -2,609 -2,727 2,777  -2,723
Pgp (i) Sim Sim Sim N&o
Pgp (s) Nao Nao Sim Nao
Permeabilitdade BBB -0,111  -0,839 -0,314 -0,345
Distribuicao Permeabilidade CNS -2,06 -2,233  -2,183 -2,465
VDss 0,103  -0,348 0,217  -1,028
Fragao néo ligada 0,143 0,114 0,121 0,293
CYP2D6 (s) Nao Nao Néo Nao
CYP3A4 (s) Sim Sim Néo Nao
CYP1A2 (i) Sim Sim Sim Nao
Metabolismo CYP2C19 (i) Sim Sim Sim Néo
CYP2C9 (i) Sim Sim Sim Nao
CYP2D6 (i) Nao Nao Nao Nao
CYP3A4 (i) Sim Nao Sim Nao
Excrecgao Depuracao total 0,869 0,830 0,721 0,927
OCT2 (s) Nao Nao Nao Nao

Legenda: HIA: Absorcédo Intestinal Humana; Caco-2: Células de adenocarcinoma colorretal humano
(expresso como log Papp); Permeabilidade cutanea: expresso como logKp; Pgp: glicoproteina-P
(inibidor (i) e substrato (s)); Permeabilidade BBB: Permeabilidade na barreira hematoencefalica
(expresso como log BB); Permeabilidade CNS: Permeabilidade no Sistema Nervoso Central (expresso
como log PS); VDss: Volume de distribuicdo (expresso como log VDss); Fragéo nao ligada: fragdo das
moléculas livres no plasma; CYP: Isoenzimas do citocromo P450 (substrato (s) e inibidor (i)); Depuragéo
total: expresso como log(mL/min/kg); OCT2 (s): substrato do transportador de céations organicos 2.
Fonte: O autor (2024).

Em relagdo as isoenzimas do citocromo P450, que participam do metabolismo

dos farmacos, identificou-se que apenas as cumarinas C1 e C2 podem ser substratos
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(CYP3A4), enquanto a atuagdo como inibidor € mais comum entre as cumarinas
analisadas, com atividade nas isoenzimas CYP1A2, CYP2C19, CYP2C9 e CYP3A4.
A cumarina C4 é a unica que nao possui potencial inibitério sobre as isoenzimas
(Tabela 5).

A depuracdo total de um composto envolve a depuracao hepatica e renal e
estima a sua eliminagcdo pelo organismo, elemento necessario para estabelecer a
frequéncia da administracdo dos farmacos. Assim, a C4 é a cumarina com 0 maior
nivel de depuragdo e, consequentemente, com menor tempo de atividade no
organismo, seguida pelas cumarinas C1, C2 e C3. Ainda sobre a excre¢gdo dos
compostos, as cumarinas avaliadas nao foram identificadas como substratos do
transportador de cations organicos 2 (OCT2), envolvido na eliminagao de drogas pelos
rins (Tabela 5).

Acerca das predicdes sobre a toxicidade das cumarinas testadas, os resultados
demonstram que a C4 possui a dose maxima 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 crénica, € a cumarina C2
que pode causar efeitos adversos em menor dose. A cumarina C3 apresentou os
melhores resultados (maiores doses) em ambos os parametros. Usando o protozoario
Tetrahymena pyriformis, todos os compostos se mostraram toxicos (toxicidade: log
Mg/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 auséncia de toxicidade, para todas as cumarinas, em relacao a
sensibilizagdo da pele, a inibigdo do gene humano relacionado ao ether-a-go-go
(hERG), utilizado para avaliar toxicidade cardiaca, e as vias de sinalizagdo do receptor
nuclear Tox21 (Tabela 6). Em relacdo aos outros parametros de toxicidade, as
cumarinas C2 e C3 foram os compostos com mais alertas, apresentando-se como
mutagénicos (teste de AMES), hepatotdxicos, carcinogénicos, imunotoxicos (incluindo
C1) e citotoxicos (apenas C3). Nas vias de resposta ao estresse Tox21, o Unico alerta

€ para as cumarinas C2 e C3 sobre o potencial de membrana mitocondrial (MMP).
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Tabela 6 — Predi¢cdo dos parametros de toxicidade das cumarinas testadas

Parametros C1 Cc2 C3 C4
Dose Maxima Tolerada? 0,435 0,23 0,675 0,966
Toxicidade Oral Aguda em Ratos (LD50)? 2,289 2,365 2,71 2,161
Toxicidade Oral Cronica em Ratos? 1,99 1,103 2,179 2,093
Toxicidade em T. pyriformis @ 0,55 0,32 0,489 0,362
Toxicidade em Minnow 2 -0,786 -1,794 1,377 1,373
Sensibilizagao cutanea? Nao Nao Nao Nao
Toxicidade AMES 2 Nao Sim Sim Néo
Bloqueadores hERG ® Nao Nao Nao Nao
Hepatotoxicidade® Nao Sim Sim Nao
Carcinogenicidade® Néo Sim Sim Néo
Imunotoxicidade® Sim Sim Sim Nao
Citotoxicidade® Néo Néo Sim Néo

Vias de sinalizagdo do receptor nuclear Tox21¢ Nao Nao Nao Nao
Vias de resposta ao estresse Tox21¢ Nao Nao* Nao* Nao

Legenda: Dose Maxima Tolerada: expresso como log mg/kg/dia; LDso: dose que causa a morte de 50%
dos ratos em testes (expresso em mol/kg); Toxicidade Oral Cronica em Ratos: expresso em
log(mg/kg_bw/dia); Toxicidade em T. pyriformis: expresso em log pg/L; Toxicidade em Minnow:
expresso em log mM; hERG: gene humano relacionado ao ether-a-go-go. 2 Predito pelo pkCSM. °
Predito pelo Pred-hERG. ¢ Predito pelo Pro|Tox-II. *As cumarinas C2 e C3 s&o ativas sobre o Potencial
de Membrana Mitocondrial (MMP). Fonte: O autor (2024).

Discussao

Apesar do potencial demonstrado pelos resultados sobre a resisténcia mediada
por B-lactamase, as cumarinas testadas no presente estudo nao exerceram efeitos
antibacterianos diretos sobre cepas de S. aureus. Fayed et al. [36] avaliaram por meio
de difusdo em disco a atividade de 17 cumarinas 3-substituidas sobre bactérias Gram-
positivas e Gram-negativas. Os autores demonstraram que a maioria dos compostos
nao 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 substituicbes C-3 na inibicao de bactérias patogénicas.
Esses trabalhos mostram a influéncia que diferentes grupos quimicos tém sobre o

efeito antibacteriano de cumarinas sintéticas, tendo em vista o potencial de outros
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derivados 3-substituidos [39, 40]. Resultados como estes s&o negativos quando o
objetivo & desenvolver farmacos com efeitos diretos, mas no nosso estudo eles
reforcam a especificidade dos mecanismos dos compostos testados sobre a
resisténcia a 3-lactamicos.

Assim como observado na associacdo com ampicilina, outras cumarinas
também potencializaram a atividade de antibidticos B-lactdmicos contra cepas
resistentes. Isolada de Zanthoxylum nitidum, a 5-geraniloxi-7-metoxicumarina, quando
associada a piperacilina + tazobactam, aumentou o efeito antibidtico em até oito vezes
contra cepas de S. aureus [41]. Estudos sobre o acido galbanico identificaram a alta
capacidade dessa cumarina em elevar a atividade de [B-lactamicos (cefalexina,
meticilina e penicilina G) contra S. aureus resistente, reduzindo a CIM de até 128
pg/mL para cerca de 1,0 ug/mL [42, 43].

Cumarinas derivadas do dihidroeugenol com radicais adicionados as posi¢oes
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 presenga da estrutura cumarinica em um complexo de
cobre com ligante de glicose contribuiu para a inibicdo de metalo-carbapenemases
[45].

A docagem das cumarinas umbeliprenina, aurapteno, acido galbanico e 7-
isopenteniloxicumarina a B-lactamase PC1 resultou em interacbdes semelhantes as
obtidas em nosso estudo, como ligagdes de hidrogénio com residuos Ser70 e Ser130
e interacdes hidrofébicas com lle167, 11e239 e Tyr105 [29]. Manjunath et al. [46]
também utilizaram o aurapteno e a B-lactamase PC1 e identificaram a ocorréncia de
ligacdes de hidrogénio (GIn237 e Ser70), interagdo hidrofébica (lle239), interagao -
cation (Lys73) e interagbes de van der Waals (Asn132, Asn170, Gly236, lle167 e
Ser130), corroborando nossos resultados.

Identificou-se que as cumarinas 3-substituidas e o sulbactam interagem através
de ligacdes de hidrogénio com os residuos Asn132, Asn170, GIn237, Lys73, Ser70 e
Ser130, o que reforga a evidéncia in vitro de que esses derivados sdo capazes de
inibir a B-lactamase. Semelhancas também sao notadas nas interagdes realizadas por
outro inibidor em uso clinico, o acido clavulanico, com a mesma enzima, a exemplo
de ligagdes de hidrogénio com Asn132, GIn237 e Ser70 [47, 48].

A B-lactamase PC1 pertence a classe A, de acordo com o sistema de Ambiler,

€ ao grupo 2 (subgrupo 2a), de acordo com o grupo Bush-Jacoby-Medeiros, e enzimas
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como essa sdo conhecidas como serino-B-lactamases devido a importancia desse
aminoacido para a reagao de hidrolise [49]. O residuo Ser70 ocupa a regido central
do sitio ativo e é responsavel por atacar o antibiético B-lactamico, participando do
processo de acilagado-desacilagao da hidrélise [50]. Residuos como Glu166, Lys73 e
Ser130 também contribuem para a atividade hidrolitica [51]. Essas informacgdes
ressaltam o carater favoravel das interagcbes realizadas pelas cumarinas e que a
inibicdo deve ocorrer através da competicao pelo sitio ativo.

Além de avaliar o potencial contra a resisténcia a B-lactamicos, foram
analisados os perfis ADMET das cumarinas 3-substituidas. Nas predicbes de
absorcdo, os compostos apresentaram resultados favoraveis, contudo, um dos
parametros deve ser ressaltado: a relacdo com a glicoproteina-P. Esse transportador,
por bombeamento ativo, regula a concentracdo intracelular dos seus substratos e
protege o organismo contra xenobidticos, mas ao mesmo tempo pode limitar os efeitos
terapéuticos dos farmacos, como ocorreria com a cumarina C3 [52]. Ademais,
identificar inibidores e substratos €& importante para a coadministragdo segura de
farmacos, garantindo a eficacia e prevenindo efeitos téxicos [53].

A permeabilidade das cumarinas na BBB e no CNS € baixa, um fato comum no
desenvolvimento de drogas, visto que a alta protecdo dessa regiao corporal,
necessaria para a manutencao do seu equilibrio, dificulta a entrada de substancias
[54, 55]. Todavia, essa permeabilidade reduzida ndo € necessariamente um fator
negativo, uma vez que elas poderiam ser utilizadas no tratamento de infecgbes em
outros componentes corporais, e essa limitagao na distribuicdo seria inclusive uma
vantagem, pois evitaria a ocorréncia de efeitos adversos envolvendo o CNS [56].

Outro aspecto sobre a distribuicdo das cumarinas é a fragdo ndo ligada no
plasma humano, cuja predi¢cao revelou valores baixos para todos os derivados. A
baixa concentracdo de moléculas livres no plasma afeta a distribuicdo dos
medicamentos e seus efeitos farmacolégicos, pois as atividades desempenhadas s6
sdo possiveis se elas nao estiverem ligadas a proteinas plasmaticas, além de interferir
em outros eventos farmacocinéticos, como a excrec¢ao das substancias [57, 58]. Essa
informacao corrobora a relagdo entre a fragdo nao ligada e a depuracéao total das
cumarinas, onde, por exemplo, a C4 apresentou a maior fragdo nao ligada e a maior
taxa de depuracao total.

De acordo com Zhao et al. [59], certos compostos sdo metabolizados pelas

isoenzimas do citocromo P450 para se tornarem mais hidrofilicos e facilitarem a sua
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eliminacgao, e isso relaciona o fato de as cumarinas C1 e C2, que apresentaram os
menores valores para solubilidade em agua (log S), serem substratos da CYP3A4.
Além disso, como mencionado com a glicoproteina-P, é necessario identificar os
inibidores dessas isoenzimas para evitar efeitos indesejados decorrentes de
interagbes medicamentosas. A coadministragcdo de substrato e inibidor de uma
isoenzima resulta na nao metabolizagdo do primeiro, que permanecera por mais
tempo no organismo, podendo causar efeitos toxicos [60]. Essa logica € aplicavel ao
transportador OCT2, envolvido na excregao [61].

Na predicdo dos parametros de quimica 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, reforgando a contribuigdo dos grupos contendo
nitrogénio para a toxicidade dos compostos. Semelhante a nossa andlise, Zotek e
Maciejewska [62] detectaram mais efeitos tdxicos com o aumento de radicais
nitrogenados em derivados cumarinicos. Krzyszczak e Czech [63] também indicaram
que a ligacdo do nitrogénio ao anel aromatico eleva a toxicidade de compostos
organicos, contudo, em uma perspectiva ambiental.

A cumarina C4 demonstrou o menor nimero de casos de toxicidade, sendo a
atividade contra T. pyriformis o Unico alerta. Além de nao possuir grupos nitrogenados,
a estrutura desse composto difere das demais pela auséncia do anel benzénico, para
o qual sédo descritos diferentes efeitos toxicos, a exemplo de imunotoxicidade,
identificada em todas as cumarinas com benzeno na estrutura dos radicais C-3 [64].
Corroborando essa evidéncia, no perfi ADMET de derivados de 7,8-
dihidroxicumarina, a toxicidade também foi mais comum em compostos com anel

aromatico na estrutura dos radicais [65].

Conclusao

Por meio de analises in vitro e in silico, constata-se que as cumarinas 3-
substituidas testadas aumentam a atividade do antibiético ampicilina no controle de
cepas resistentes de S. aureus e tém afinidade com a B-lactamase da mesma espécie,
interagindo com residuos cruciais para a inibigdo da sua atividade hidrolitica tal qual

drogas em uso clinico. Ademais, esses compostos ndo sao eficazes na atividade
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antibacteriana direta. Portanto, nossos achados evidenciam o potencial dos derivados
como inibidores de (B-lactamase de S. aureus.

Considerando as analises ADMET, apesar de os derivados possuirem
avaliacbes favoraveis, s&o necessarias estratégias para melhorar o seu
comportamento no organismo, por exemplo, sobre a baixa fragdo n&o ligada no
plasma. Além disso, a presenga de grupos nitrogenados e do anel aromatico nas
substituicdes C-3 deve ser analisada no desenvolvimento de novos derivados
cumarinicos, pois ao mesmo tempo que contribui para a eficacia dos compostos,
também eleva os riscos de toxicidade. Todavia, essas predi¢cdes in silico ndo sao
definitivas, sendo necessaria a confirmacdo em ensaios in vivo.

Essa pesquisa traz novos dados sobre derivados cumarinicos enquanto
compostos bioativos, destacando as melhores modificacbes estruturais para a
modulagao da resisténcia bacteriana (radical benzoil, em C1) e para o perfii 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 multiplas drogas.
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5 CONCLUSOES

e As cumarinas 3-substituidas avaliadas ndo apresentam efeito antibacteriano
direto em concentragdo clinicamente relevante sobre as linhagens 1199B,
K2068, K4100 e K4414 de S. aureus.

e As cumarinas testadas potencializam a atividade do brometo de etidio e dos
antibiéticos norfloxacina e ciprofloxacina sobre as linhagens 1199B e K2068 de
S. aureus, assim como a ampicilina em ensaios com as cepas K4100 e K4414.

e A cumarina C1 eleva a emisséo de fluorescéncia do brometo de etidio 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
nao é afetada pela cumarina C1.

e As cumarinas 3-substituidas mostram afinidade com modelos das bombas de
efluxo NorA e MepA e interagem de modo semelhante a inibidores de
referéncia. Ha afinidade também com o modelo da p-lactamase PC1, ocorrendo
interagcdes com residuos cruciais para a sua atividade.

e Todas as cumarinas analisadas apresentam predicdes farmacocinéticas
positivas, contudo, a cumarina C4 possui o melhor perfil. Nas predigdes de
toxicidade, enquanto a cumarina C4 tem o menor numero de alertas, as
cumarinas C2 e C3 apresentam maior probabilidade de causar efeitos toxicos,
revelando a influéncia dos radicais C-3 nitrogenados nesse sentido. Analises
posteriores poderdo comprovar esses resultados.

e Os resultados in vitro e in silico evidenciam que as cumarinas 3-substituidas
avaliadas tém potencial na inibicdo de bombas de efluxo e p-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 SUMULA CURRICULAR

e Artigo publicado: Evaluation of the inhibitory effect of isopulegol (ISO) and its 3-
cyclodextrin inclusion complex (ISO/B-CD) on the reversal of Staphylococcus
aureus efflux pump activity. Link para acesso: https://doi.org/10.1007/s00289-
024-05191-3

e Artigo publicado: Antibiotic-Potentiating Activity of the Schinus terebinthifolius

Raddi Essential Oil against MDR Bacterial Strains. Link para acesso:
https://doi.org/10.3390/plants 12081587
e Artigo publicado: Terpenic profile of the essential oil of Symphyopappus

cuneatus (DC.) Sch.Bip. ex Baker and its effects on antibiotic resistance in vitro.
Link para acesso: https://doi.org/10.1016/|.sajb.2023.04.021

e Artigo publicado: Synthesis of chalcones and their antimicrobial and drug
potentiating activities. Link para acesso:
https://doi.org/10.1016/j.micpath.2023.106129

e Artigo publicado: Chemical composition and antibacterial effects of Etlingera
elatior (Jack) R.M. Smith against Staphylococcus aureus efflux pumps. Link
para acesso: https://doi.org/10.1016/j.cbi.2023.110751

e Artigo publicado: Efflux Pump (QacA, QacB, and QacC) and [B-Lactamase

Inhibitors? An Evaluation of 1,8-Naphthyridines against Staphylococcus aureus
Strains. Link para acesso: https://doi.org/10.3390/molecules28041819

e Artigo publicado: Terpenes as bacterial efflux pump inhibitors: A systematic
review. Link para acesso: https://doi.org/10.3389/fphar.2022.953982
¢ Artigo publicado: Modification of Antibiotic Activity by Fixed Oil of the Arfocarpus

heterophyllus Almond against Standard and Multidrug-Resistant Bacteria
Strains. Link para acesso: https://doi.org/10.3390/biology11121835

e Resumo publicado em anais de evento: Derivados cumarinicos como agentes
antibacterianos: uma revisdo  bibliografica. Link para acesso:
https://doi.org/10.51189/conbracib2023/19604

e Resumo publicado em anais de evento: Potencial anti-infeccioso de cumarinas
sintéticas: uma breve revisao. Link para acesso:
https://doi.org/10.51189/bioesb2023/25053
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Resumo publicado em anais de evento: Avaliagdo do efeito inibitério do
isopulegol e seucomplexo em [-ciclodextrina frente a cepa [S-58 de
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